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Zur Kenntnis der alkoholischen Giirung 
in dem intakten Fermentsystem der Hefezelle 
und in desorganisierten Zymasesystemen. 
Ill. Mitteilung: 
Die Bedeutung der Zellstruktur fiir den harmonischen Girverlauf. 
Von 
Ragnar Nilsson und Frithiof Alm. 
(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Landwirtschaftlichen 
Hochschule Schwedens. Uppsala.) 
(Eingegangen am 18, Januar 1940.) 


Mit 26 Abbildungen im Text. 


Die in unseren vorhergehenden Arbeiten! beschriebene ,,Trocken- 
hefe mit intaktem Zymasesystem‘ bietet eine Méglichkeit, die Be- 
ziehungen zwischen dem Garverlauf in einerseits der lebenden Hefezelle 
und andererseits den ,,desorganisierten’‘ Zymasesystemen experimentell] 
anzugreifen. 

Die Trockenhefe mit intaktem Zymasesystem, oder kiirzer die 
intakte Trockenhefe, bildet in giarungschemischer Hinsicht eine Uber- 
gangsform zwischen der lebenden Hefezelle und den desorganisierten 
Zymasesystemen, wie sie in autolysierten Trockenhefepraparaten und 
besonders in den vé6llig strukturlosen Macerations- oder PreBsaften 
vorliegen. Einerseits hat die intakte Trockenhefe das Vermégen, den 
Zucker ohne besonderen Phosphatzusatz vollstindig und lings einer 
geradlinigen Girkurve zu vergiren. Sie bewirkt also eine Garung, 
die denselben Verlauf hat wie die normale Garung in der lebenden 
Hefezelle. Im Gegensatz zu den Verhiltnissen bei der Garung mit 
lebender Hefe 1iBt sich nun andererseits bei der intakten Trockenhefe 
der Garverlauf durch verschiedenartige Eingriffe derart beeinflussen, 
daB — mehr oder weniger scharf ausgeprigt — die Garkurve ein 


Aussehen annimmt, das fiir die desorganisierten Zymasesysteme 
eharakteristisch ist. 


Eine Abanderung des Garverlaufs in dem eben angedeuteten Sinne 
kann zu einem gewissen Grade schon dadurch bewirkt werden, daB die 
Garmischung mit erheblichen Mengen anorganischen Phosphats ver- 
setzt wird. Eine weitgehende Ubereinstimmung mit dem Garverlauf 

1 Nilsson u. Alm, Zeitschr. f. physiol. Chem. 239, 179, 1936; diese 
Zeitschr. 286, 254, 373, 1936; Nilsson, Arch. f. Mikrobiol. 8, 353, 1937. 
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in den desorganisierten Zymasesystemen wird aber erst durch scharjer 
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Kingriffe erreicht, wie durch Autolyse oder durch Toluolbehand)):)\¢ ig 
Sehr wesentlich ist nun, daB es sich bei diesen Eingriffen keines\ ous Einfh 
um eine Inaktivierung der Zymase in deren klassischer Bedeutiny cones 
handelt. Der Garverlauf wahrend der sogenannten Veresterungsper ici Reage 
und somit also die maximale Gargeschwindigkeit wird nicht verandert. 7 A 
In dem strukturlosen Macerationssaft erfahrt die Garkurve dure! organi 
Toluolzusatz iiberhaupt keine Veranderung. Was durch die genannten vierur 
Eingriffe bewirkt wird, ist eine Vernichtung der Fahigkeit, den gesamten : ziften 
GarprozeB in der Art und Weise durchzufiihren, wie eben die lehende | 
Hefezelle es tut. Die erste Hauptphase der Garung, die sich wahrend i 
der Veresterungsperiode vollzieht, wird dadurch nicht betroffen. Da. | D 
gegen wird die zweite Hauptphase, die fiir die vollstandige Zucker- ; irithere 
vergirung ebenso wichtig ist, praktisch ausgeschaltet. Nur die Halfte gage 
des zugesetzten Zuckers wird nach diesen Eingriffen unter sonst opti. ; Ps, 
malen Bedingungen rasch vergoren. A wid 
Bei unseren Studien iiber das Zymasesystem der intakten Trocken- 7 PI 
hefe hat sich die Auffassung immer mehr befestigt, daB die durchgreifende Die zu 
Wirkung der eben erwahnten Eingriffe kaum auf eine Zerstérung von U™ Hexose 
Wirkstoffen zuriickzufiihren ist, die in der lebenden Zelle als Bestandteile : erat 
des Zymasekomplexes funktionieren. Es scheint uns vielmehr um die ‘ * 
Aufhebung einer Organisierung der verschiedenen Wirkstoffe des Zymase i hve 
komplexes zu handeln, die in der intakten Zellstruktur begriindet ist nléslic 
Diese Organisierung sollte als Regulator des Gleichgewichts zwischen Di 
den verschiedenen Teilreaktionen funktionieren und damit die Vor enteral 
aussetzung fiir den harmonischen Garverlauf in der lebenden Hete wis 
zelle sein. wie die 
Es ist nun anzunehmen, da in dieser Organisierung der Zelle shen. 
bestimmte Stoffe oder Stoffgruppen beteiligt sind. Die Erkenntnis JB ying de 
dieser Stoffgruppen und deren regulatorischer Funktionen diirfte fiu 7 
das Verstandnis von dem Mechanismus bei dem harmonischen Garver!aut sia 
und anschlieBend fiir die Zellphysiologie tiberhaupt von der groften 
Wichtigkeit sein. vical 
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, eine Auffassung von 9 ee 
der chemischen Natur der hier in Frage steheriden Kérperklassen 21 dion 
erhalten. Zu diesem Zweck wurden Eingriffe vorgenommen, die, olin Selbotes 
die freie Zymase zu inaktivieren, eine weitgehende Desorganisierung a 
des Zymasesystems der intakten Trockenhefe bewirken, wobei die 1 Fiir 
der vorgenommenen Eingriffe gewisse Riickschliisse auf die chemische Wj" Wisse 
Natur der durch diese Eingriffe betroffenen Substanzen erlaubt. Mi 9’ Eige 
der in unserer II. Mitteilung studierten Toluolwirkung als Ausgates- 
punkt wurde nunmehr die Wirkung. einer Reihe von organise)! ‘In 
Lésungsmitteln, vornehmlich Lipoidlésungsmitteln, untersucht. Nac! iwecke 
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dem sich in simtlichen studierten Fallen eine stark desorganisierende 
Wirkung der Lipoidlésungsmittel hatte feststellen lassen, wurde der 
EinfluB einer Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe untersucht. 
SchlieBlich wurden einige in der Lipoid- bzw. Sterinchemie gelaufige 
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feagentien, namlich Gallensaéuren sowie Saponine, gepriift. 





Als Gegenbeispiel zu den Eingriffen, die zu einer typischen Des- 
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organisierung des harmonischen Garverlaufs fiihren, werden Inakti- 





vierungsversuche (teilweise unter Verwendung von spezifischen Zymase- 
viften) mitgeteilt, die keine Differenzierung der Garkurve bewirken. 
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' Experimenteller Teil. 

i : 

; Die analytische Untersuchungsmethodik war dieselbe wie in unseren 
@ iriiheren Mitteilungen. Der Garverlauf wurde demnach im Schiittelthermo- 
@ staten durch volumetrische CO,-Bestimmungen verfolgt. 

a je . 4 , . . . 

: Zur Aufhebung der Garungsinduktion wurde als Regel eine Spur Acet- 
@ adehyd sowie, unter Umstanden, Zymophosphat zugegeben. Die hierzu 


enutzte Zymophosphatlésung enthielt etwa 5 °,, hexosediphosphorsaures Na. 





Phosphat wurde als K Na-Phosphat (Sérensen) von py 6,4 zugegeben. 
Die zugegebenen Phosphatmengen werden als mit einer gewissen Menge 
Hexose Aquivalent angegeben. Hierunter wird verstanden, dab die betreffende 
Phosphatmenge (auf PO,’ bezogen) zu der angegebenen Menge Hexose 
n Aquimolekularem Verhaltnis steht. 

















In dem ,,Gesamtvolumen* der Gaérungsmischungen wird das Volumen 
on unléslichen Komponenten, wie von der Trockenhefe oder von den wasser- 
inléslichen organischen Lésungsmitteln, nicht mitgerechnet. 














Die in dieser Mitteilung als Testobjekt benutzte Hefe war eine 





intergarige Bierhefe aus der hiesigen ,,.Bayerska Bryggeriet’’. In bezug 
auf alle hier untersuchten Eigenschaften verhielt sich diese Hefe genau 








wie die in unseren friiheren Arbeiten studierten untergarigen Bier- 
efen. Uber die entsprechenden Verhaltnisse bei der obergirigen Hefe 
wird der eine von uns (F. Alm) demnachst berichten. 














Zu samtlichen Versuchen mit intakter Trockenhefe wurde in dieser 
Mitteilung ein und dasselbe Trockenhefepraparat benutzt!. Das Pra- 











" Barat, das im Kihlschrank aufbewahrt wurde, anderte waihrend der 

sanzen Untersuchung seine girungschemischen Eigenschaften nicht 
. n nachweisbarer Weise. Die hier mitgeteilten Versuche mit intakter 
. Trockenhefe sind somit alle miteinander direkt vergleichbar. Die 
: ‘elbstgarung des Trockenhefepraparats ist aus Abb. 2, S. 290 ersichtlich. 
rt Fiir die vorliegende Untersuchung war es von besonderer Bedeutung 
0 #4 wissen, in welchem Ausmab eine Zuckerphosphorylierung auf Grund 
it Miles Eigengehalts der Trockenhefe an Phesphat méglich ist. Um dariiber 








' In Abb. 21, 8.307 wird jedoch die Priifung einer zu besonderem 


lwecke dargestellten intakten Trockenhefe mitgeteilt. 
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eine Auffassung zu erhalten, wurde die Phosphatbilanz bei 36° in 
Garungsmischungen von folgender Zusammensetzung studiert : 
Garmischung ohne Glucose (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intaks, 
Trockenhefe + 1 Tropfen 2,5 °% ige Acetaldehydlésung. 
Garmischung mit Glucose (Gesamtvolumen 2 ccm): 200 mg intals, 
Trockenhefe + 100 mg Glucose + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésuny 
Nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure wurde im Filtrat nach de 
Methode von Embden die Phosphorsiaure teils direkt, teils nach dreistiindige 


—H,0O, bestimmt. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle | 7: 
sammengestellt worden. 

Samtliche Angaben beziehen sich auf die ganze Garmischune 
(Gesamtvolumen 2 ccm). 
Tabelle I. 








Girmischung ohne Glucose Giairmischung mit Glucos« 








Reak- mg P,O; mg P.O; 
tionszeit — é nee 
: “ ecm ecm y " 
in Min. CO. nach direkt nach CO, nach direkt hacl 
3 Ver- bestimmt Hydro- oA Ver- bestimmt ya 
brennung lyse brennung . ly 










0 0 8,30 3,39 6,90 0 8,38 3,34 6,85 
30 0,45 8,56 5,90 7,22 2,85 8,66 1,85 5,15 
60 1,30 8,74 6,98 7,32 2,75 8,71 1,66 5,26 
90 1,80 8,7: 7,06 7,38 12,75 8,75 1,76 5,16 

120 2,10 || 8,74 7,12 7,37 17,15 8,83 1,82 5,16 
180 2,40 8,85 7,34 7,54 21,50 9,03 6,66 1,3 





200 mg intakte Trockenhefe geben bei direkter Verbrennung mit 
H,SO, — H,O, 11,18 mg P,O;. 

In der Garmischung mit Glucose liegt offenbar wahrend der Garuny 
die Phosphorsiéure teilweise als schwer hydrolysierbarer Ester vor. Fs 
diirfte angenommen werden kénnen, das die Phosphorsauremenge. 
die in der Girmischung ohne Glucose nach dreistiindiger Hydrolyse 
erhalten wird, fiir die Zuckerphosphorylierung verfiigbar ist. Bei unserer 
Berechnung gehen wir von dem Phosphorsdurewert 7,5 mg P.O, aus 
Dieser Wert diirfte sicher nicht zu hoch, méglichetweise aber etwa- 
zu niedrig sein. Es berechnet sich daraus nach Hardens Gleichung «di 
Lage des Knickpunktes zu 9,5 mg vergorene Glucose oder 2,5 ccm ent 
wickelte CO,. Die zur Aufhebung der Garungsinduktion haufig zu- 
gesetzte Zymophosphatlésung enthalt etwas anorganisches Phosphat 
Fiir die immer benutzte Menge — 0,1 cem — betragt der Gehalt «1 
anorganischer Phosphorsaure 0,90 mg P,O;. Diesem entspricht nac! 
Hardens Gleichung 1,14 mg vergorene Glucose oder 0,31 cem ent 
wickelte CO,. In Ansaétzen, wo Zymophosphat zur Induktionsaufhe buns 
benutzt worden ist (was meistens der Fall gewesen ist), betragt daher 
die Korrektur fiir die Garmischung ohne besonderen Phosphatzusat/ 
10,7 mg vergorene Glucose oder 2,9 ccm entwickelte COs. 








Hydrolyse in n H,SO, und schlieBlich nach Verbrennung mit H SO, 
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Wenn die mit 100 mg Glucose aquivalente Menge Phosphat vor- 
liegt, oder wenn Phosphat im UberschuB vorhanden ist, berechnet sich 
analog der Knickpunkt zu 50 mg vergorene Glucose bzw. 13,4 cem COvg. 

In den Abbildungen werden diese theoretisch berechneten Knick- 
punkte haufig durch gestrichelte Ordinaten angegeben. 

Die Versuchsergebnisse werden nunmehr in Form von Diagrammen 
mityeteilt!. Der Ubersichtlichkeit wegen wird von den immer aus- 
yefiihrten Parallelproben nur die eine Garkurve eingetragen. Die Uber- 
einstimmung zwischen den Doppelproben war immer so gut, dab die 
erhaltenen Garkurven als identisch betrachtet werden kénnen. Die 
angegebenen CQ,-Volumina sind bei Zimmertemperatur und dem 
herrschenden Barometerstand ermittelt worden. Fiir unsere Zwecke 
kénnen sie mit hinreichender Genauigkeit als bei 26° und 760mm Hg 


vemessen betrachtet werden. 


I. Einwirkung von organischen Lésungsmitteln. 
a) Einwirkung von Toluolauf den Garverlaufindemstruktur- 
losen Zymasesystem. 
Bei aufgehobener Garungsinduktion hat Toluol auf den Garverlauf 
in Macerationssaft keinen EinfluB. In Versuchsansatzen, wo die Garungs- 





| 











7 2 II 
Abb. 1. Einwirkung von Toluol auf den Girverlauf in dem strukturlosen Zymasesystem 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm): 1 cem Macerationssaft * 100 mg Glucose 
Phosphat dquivalent mit 100 mg Glucose 0,1 com Zymophosphatlisung. 
AuBerdem zur Probe: 
\ ; 
B 1 Tropfen 2,5°,ige Acetaldehydlésung; 
© 0.2cem Toluol; 
D 1 Tropfen 2,5°,ige Acetaldehvdlésung + 0,2 eem Toluol. 
Giairtemperatur 30°. 
* Uber die Darstellung des Macerationssaftes siehe Nilsson u. Alm. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
239, 179, 1936. 


induktion nicht aufgehoben ist, wird durch Toluolzusatz eine Ver- 
langerung der Induktionsperiode, aber keine wesentliche Veranderung 
in der Form der Garkurve bewirkt (Abb. 1). 

' Diese werden soweit méglich in demselhen MaSstab ausgefiihrt, 


so daB in der Regel die verschiedenen Abbildungen untereinander auch quanti- 
tativ direkt verglichen werden kénnen. 
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b) Einwirkung von organischen Lésungsmitteln auf (j¢, Ga 

Garverlauf in der intakten Trockenhefe. bee 

In Abb. 2 sind die Priifungen von folgenden organischen Léstiy)o. dig 

mitteln zusammengestellt worden: Toluol, Benzol, Tetrachlorkohlens: of “ye 
) 

Octvlalkohol (n. sek.). Phi 

une 


Zu 


geh 


Die Garungen wurden teils mit und teils ohne Phosphatzusatz 
ausgefiihrt. In einer besonderen Versuchsreihe wurde ohne Phosp)t 
zusatz die Selbstgarung unter dem EinfluB der verschiedenen Loésuno- 
mittel studiert. 


a ae) 
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Abb. 2. Einwirkung von organischen Lésungsmittein auf den Girverlauf in der intakt 
Trockenhefe. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ecm): 200 mg intakte Trockenhefe 1 Tropt 
2.5% ige Acetaldehydlésung. 

Die sonstigen Zusiitze gehen aus der folgenden Ubersicht hervor. 





Gairungsmischungen 


Zusatz von organischen Proben mit 100 mz 
Lésungsmitteln (je 0,2 ccm) Selbst- Proben mit Glucose + Phosphat 
garungsproben 100mg Glucose Aquivalent mit 100 n 

Glucose ] 


bei d 


! A A, 
Toluol er B 1 und ( 
SE a's oa > Win we T 96 oe 55% v Cc ; es 
Tetrachlorkohlenstoff D ' zipiel 
Octylalkohol ees Eo E ay 


Die Girkurven ohne Zusatz von organischen Lésungsmitteln gestrichelt. Gartemperatur 


die e 

Aus Abb. 2 ist ersichtlich, daB simtliche hier studierte L6sungsmitte benut 
auf den Garverlauf in der intakten Trockenhefe grundsatzlich in derse|be! 
Weise einwirken wie Toluol. In den Ansatzen mit Phosphat wird di 
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Gargeschwindigkeit wahrend der Veresterungsperiode praktisch nicht 
beeinfluBt. Nach Ablauf der Veresterungsperiode fallt die Gargeschwin- 
digkeit ab, wodurch die Garkurve den fiir ein desorganisiertes Zymase- 
system charakteristischen Habitus annimmt. In den Ansatzen ohne 
Phosphat wird die Gargeschwindigkeit von Anfang an stark herabgesetzt 
und die fiir die intakte Trockenhefe charakteristische Fahigkeit, den 
Zucker vollstandig und langs einer geradlinigen Garkurve zu vergaren, 
geht dabei verloren. 
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Abb. 38. Einwirkung von 3— 3’-Dichlordiithylsulfid auf cen Girverlauf in der intakten 
Trockenhefe. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenheft 100 mg 
Glucose 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung 
AuBerdem zur Probe: 
\ ; 
B Phosphat dquivalent mit 50 mg Glucose; 
C 0,2 cem Dichlordiathylsulfid ; 
D Phosphat aquivalent mit 50 mg Glucose 0,2 cem Dichlordiiit hyvlsulfid 
Gestrichelte Kurven Proben ohne Phosphatzusatz. Ausgezogene Kurven Proben 
mit Phosphatzusatz. 
Girtemperatur 30°. 





Das Vermoégen, diese Desorganisierung zu bewirken, ist indessen 
bei den verschiedenen Lésungsmitteln nicht gleichermaBen ausgepragt 
und die erhaltenen Garkurven zeigen deswegen, wenn auch nicht prin- 
zipiell so doch in quantitativer Hinsicht, Verschiedenheiten auf. 

Aus den entsprechenden Selbstgérungsproben geht hervor, dab 
die erhaltenen Ergebnisse nicht wesentlich von dem Dampfdruck der 
benutzten Lésungsmittel beeinfluBt sein kénnen. 

Abb. 3 enthalt die Priifung von f — p’-Dichlordiathylsulfid (Senf- 
gas). Diese Substanz besitzt bekanntlich ein ausgepragtes Lipoidlésungs- 
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vermogen und ihre Priifung war deshalb in diesem Zusammenhang 
Interesse, 

Nach der Abb. 3 zu urteilen, wird durch Dichlordiathylsu|fid 
wahrscheinlich eine Desorganisierung im gleichen Sinne bewirkt wie 
durch die sonstigen gepriiften Lipoidlésungsmittel. Offenbar kommt 
aber in diesem Falle auch noch eine Enzymschadigung hinzu, was ie 
Verhaltnisse weniger klar und einheitlich macht. 

In den jetzt beschriebenen Versuchen haben wir uns darauf be. 
schrankt, die Ubereinstimmung in der Wirkung der verschiedenen 
Lésungsmittel mit der friiher eingehender studierten Toluolwirkung als 
Referenz festzustellen. Es wurde dabei in den Proben mit Phosphatzusiatz 
nur die mit der Glucosemenge Aquivalente Phosphatmenge studiert 
Aus unseren friiheren Arbeiten ist ersichtlich, daB in Gegenwart von 
Toluol die rasche Garperiode bei sukzessiv gesteigerten Phosphat 
zugaben einen fortschreitend vergr6Berten Bereich bekommt, cer 
maximal der totalen Vergarung von ungefahr der Halfte der zugesetzten 
Zuckermenge entspricht. Wahrend dieser raschen Garperiode wird durch 
den Toluolzusatz keine Herabsetzung der Gargeschwindigkeit bewirkt! 

Es mag in diesem Zusammenhang anschlieBend kurz erwalint 
werden, daB von uns festgestellt wurde, da ein Zusatz von Arachidél 
zu der Garungsmischung auf den Garverlauf in der intakten Trockenhefe 
keinen Einflu8 hat. 


ce) Einwirkung von Toluol auf den Garverlauf inlebender Hefe 


Bei der lebenden Hefe la&t sich durch Toluol keine derartige Diffe- 
renzierung der Garkurve bewirken wie bei der intakten Trockenhefe 





Abb. 4. Einwirkung von Toluol auf den Gar 
verlauf in lebender Hefe. 

Zu jeder Garungsprobe (Gesamtvolumen 2 ecn 
74mg (Trockengewicht bei 105°) frische1 
giriger Bierhefe + 100mg Glucose 4 0,1 ccm Z 
mophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5°%ige Acet 
aldehydlésung. 

AuBerdem zur Probe: 

A : 
B Phosphat digquivalent mit 100 mg Glucose; 
© und E 0,2 cem Toluol; 

D und F Phosphat fiquivalent mit 100 mg GI 

+ 0.2 eem Toluol. 

Die Proben C und D enthalten schon vo! 
fang an Toluol. Zu den Proben E und F wird 1 
bei einem Zeitpunkt zugesetzt, der in der A 
dung durch einen Pfeil bezeichnet ist. 

Gestrichelte Kurven Proben ohne Phos} 
zusatz. Ausgezogene Kurven = Proben mit I 
phatzusatz. 

Gartemperatur 30°. 











BBY 


' Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 383, 1936; Nilsson, Arc] 
Mikrobiol. 8, 367, 1937. 
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Wenn auch hier in Gegenwart von Toluol die Garung durch Phosphat- 
gusatz gefoérdert wird, kann aber von einer raschen Garperiode nicht 
geredet werden. Die Gargeschwindigkeit betragt auch nach Phosphat- 
zusatz nur einen Bruchteil von derjenigen der unvergifteten Kontrolle. 
Es ist dabei gleichgiltig, ob Toluol schon von Anfang an in der Gar- 
mischung anwesend ist, oder erst nachtraglich, nachdem die Garung 


schon im Gang ist, zugesetzt wird (Abb. 4). 


d) Extraktion mit organischen Lésungsmitteln. 

Wenn schon also viele organische Lésungsmittel die Eigenschaft 
besitzen, eine tiefgreifende Desorganisierung des Zymasesystems der 
intakten Trockenhefe zu bewirken, wenn sie in der Garmischung an- 
wesend sind, haben wir andererseits durch Extraktion der Trockenhefe 
selbst mit den namlichen Lésungsmitteln keine Desorganisierung be- 
wirken kénnen. Die garungschemischen Eigenschaften der intakten 
Trockenhefe werden durch eine derartige Extraktion tiberhaupt nicht 
beeinfluBt. Es wurde die Extraktion mit folgenden Lésungsmitteln 
studiert: Alkohol, Ather, Aceton, Toluol!. Sogar eine Extraktion 
mit siedendem Aceton wahrend 1 Stunde ist praktisch ohne EinfluB. 

Wird aber vor der Extraktion die Trockenhefe mit Wasser ange- 
feuchtet, so wird dagegen ein vollig garungsinaktives Praparat erhalten, 
das sich auch nicht durch Zusatz von Cozymase oder Hefekochsaft 
aktivieren ]aBt?. 

Nun 1aBt sich aber bekanntlich aus frischer Hefe durch Aceton- 
behandlung ein garungskraftiges Dauerpraparat, die sogenannte Aceton- 
dauerhefe gewinnen®. Die garungschemischen Eigenschaften eines 
derartigen, also unter Acetonextraktion gewonnenen Trockenhefe- 
praparats gehen aus Abb.5 hervor. Als Vergleich werden die ent- 
sprechenden Garkurven einer aus derselben Hefelieferung dargestellten 
intakten Trockenhefe eingezeichnet. 

Der Versuch (Abb. 5) zeigt, daB in der Acetondauerhefe ein des- 
organisiertes Zymasesystem vorliegt. Die Desorganisierung ist aber 
bei weitem nicht so scharf ausgepragt wie bei Gegenwart von Lipoid- 
lésungsmitteln in der Garungsmischung. In der Géarungsmischung 
ohne Phosphatzusatz ist die Gargeschwindigkeit noch verhaltnismabig 
hoch und die Garkurve biegt erst ab, wenn gut die Halfte des Zuckers 
vergoren worden ist. Phosphatzusatz ruft einen Knick der Garkurve 
hervor, der allerdings etwas spater erscheint, als nach Hardens Gleichung 
zm erwarten ware. Nach dieser Gleichung berechnet sich aus dem Phos- 


' DaB Alkohol sowie Aceton in der Girmischung eine typische Des- 
organisierung bewirken, soll in einer nachfolgenden Arbeit gezeigt werden. 
> Vgl. hierzu auch Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 384, 1936. 
' Albert, Buchner u. Rapp, Ber, d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2376, 1902. 
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phatgehalt der Garungsmischungen! die Lage des Knickpunkte 
den Proben A bis E zu 13,1 bzw. 26,2, 39,3, 50.0 und 65,6 me 
gorene Glucose oder 3,5 bzw. 7,0, 10,5, 13.4 und 17.5 cem ent 
wickelte COs. 

In einer folgenden Arbeit soll gezeigt werden, daB Aceton, wen) 
in der Garungsmischung vorhanden, eine sehr scharf ausgepragte Des 
organisierung hervorruft. Die weniger ausgepragte Desorganisier\iny 
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Abb. 5. Giirverlauf in Acetondauerhefe. 

Zu jeder Giirungsprobe A bis D (Gesamtvolumen je 2 e¢em': 200 mg Acetondauerhete 
Glucose + 0O,Lecem Zymophosphatlésung 1 Tropfen 2,5 °% ige Acetaldehydlésung. 

AuBerdem enthiilt die Probe: 

4 Phosphat fquivalent mit 26,2* mg Glucose; 

B a 4 és 
Cc re we sai 
D ~ po os 1312 “J 

In Probe E 200 mg Glucose (statt 100 mg); Phosphat wie in Probe D. 

Zu den entsprechenden Giirungsproben F und G mit intakter Trockenhefe (Gesamtvolun 
je 2ecm): 200mg intakte Trockenhefe + 100mg Glucose + 1 Tropfen 2,5 °,ige Acetaldehydlosi 
Zu Probe G auBerdem Phosphat jiquivalent mit 100 mg Glucose. 

Gestrichelte Kurven Proben ohne Phosphatzusatz. Ausgezogene Kurven = Probe: 


52,5 


” 


Phosphatzusatz. 
Giirtemperatur 30°. 


* EKigenphosphatgehalt der Acetondauerhefe anorg. P der Zymophosphatlésung 


der Acetondauerhefe deutet deswegen darauf hin, daB die desorgani 
sierende Wirkung eher auf eine Aufnahme von Aceton in die Heie 
zelle als auf eine Extraktion der Hefezelle durch Aceton zuriickzu 


fiihren ist. 


1 Die Korrektur fiir den Phosphatgehalt der Acetondauerhefe wird 
derselben Weise wie bei der intakten Trockenhefe angebracht. 





hatte 
Hefez 
Rinflu 
auf d 


Abb. 
Zusatz v 
Zu | 
~ 0.1L eer 
Die 
irve de 
(Hirt 


ler Ti 
bei fol 
"8, 10 
ind te 
Di 
100 mg 
100 mg 
Be 
influt 
zusatz 


Phosph 


Alkoholische Garung in intakter Hefe usw. III. 2Q5 


[1. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhe fe 

auf den Gdrverlauf. 

Nachdem unsere Versuche mit Lipoidlésungsmitteln angedeutet 
hatten, daB in der Organisierung des Zymasesystems der intakten 
Hefezelle Stoffe von Lipoidnatur eine Funktion ausiiben, wurde der 
KinfluB von Erhitzung der intakten Trockenhefe in trockenem Zustande 
auf deren garungschemische Eigenschaften studiert. Die Erhitzung 





Glucose —e 





Pere ee , 45a 


Abb. 6. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Giirverlaut ohne 
Zusatz von Phosphat. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg Trockenhefe 100 mg Glucose 
~0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 °,ige Acetaldehydlésung 

Die Vorbehandlungstemperatur der Trockenhefe ist bei jeder Kurve angegeben. Die Gir 
irve der unvorbehandelten intakten Trockenhefe gestrichelt 

(iirtemperatur 30°. 


ler Trockenhefe wurde im Luftthermostaten waihrend 24 Stunden 


bei folgenden Temperaturen vorgenommen: 40°, 56°, 66°, 76° S8C°, 
4") 106°. Nach der Hitzevorbehandlung wurde die Garkurve teils ohne 
ind teils mit Zusatz von Phosphat aufgenommen. 

Die Abb. 6 und 7 zeigen den Garverlauf, wenn die Garmischung 
lk0mg Glucose bzw. 100mg Glucose + Phosphat aquivalent mit 
100mg Glucose enthalt. 

Bei einem Vergleich der Abb. 6 und 7 fallt sofort auf, daB sich der 
KinfluB der Hitzevorbehandlung in den Gaérungsproben ohne Phosphat- 
msatz ungleich stairker geltend macht als in den Garungsproben mit 
Phosphatzusatz. So ist nach einer Vorbehandlung hei 70° die Maximal- 
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gargeschwindigkeit nach Zusatz von Phosphat kaum beeinfluBt, wal 

die Gargeschwindigkeit in der Garmischung ohne Phosphatziisatz 
sehr stark (um rund 50%) herabgesetzt ist. Von Interesse ist, daf 
nach dieser Vorbehandlung in der Garmischung ohne Phosphatzusat; 
die Garkurve denselben eigenartigen Verlauf annimmt, der fiir eine awto. 
lysierte Trockenhefe ohne Zusatz von Phosphat charakteristisch jst! 
Bei noch héherer Vorbehandlungstemperatur macht sich allmal)lic) 
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Abb. 7. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Girver! 
Zusatz von Phosphat, 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2cem): 200mg Trockenhefe + 100 mg G 
+ Phosphat Aquivalent mit 100 mg Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2.5 
Acetaldehydlésung. 


Die Vorbehandlungstemperatur der Trockenhefe ist bei jeder Kurve angegeben. Die Giirkurv: 


der unvorbehandelten intakten Trockenhefe gestrichelt. 
Giirtemperatur 30°. 


eine Inaktivierung der Zymase bemerkbar, die aber keineswegs mit «er | 
Desorganisierung gleichen Schritt halt. Nach Vorbehandlung bei | 
betragt ohne Phosphatzusatz die (konstante) Gargeschwindigkeit § 
etwa 13%, die Maximalgargeschwindigkeit nach Zusatz von Phosphat } 
aber etwa 64°, der entsprechenden Gargeschwindigkeit der nicht vor 
behandelten Hefe. 


Einfach durch Erhitzung der intakten Trockenhefe in trockenem 
Zustande wird also offenbar eine Desorganisierung des Zymasesystens 
bewirkt ahnlich wie durch die oben studierten organischen Lésungsmitte! 
(In den Garungsmischungen, die mit einer der Zuckermenge ‘qui 
valenten Phosphatmenge versetzt worden sind, tritt der Knick de! 


1 Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 377, 1936. 
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Garkurve auf, nachdem etwa die Halfte des Zuckers zu CO, ver- 
goren ist.) 

Um diesen Befund noch weiter zu erharten, wurde in Garversuchen 
mit einer konstanten gréBeren Zuckermenge die Lage des Knickpunktes 
der Garkurve bei verschiedenen Phosphatmengen in der Garmischung 
festgestellt (Abb. 8 bis 12). In diesen Abbildungen wird die nach Hardens 
Gleichung berechnete Lage des Knickpunktes durch eine gestrichelte 


: 





-— ee 1200 
pi ee 


oS oa 
| 
| 


4 


Glucose ~~ 


4 
| 
| 


he 





6 7Std 
Abb. 8. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Garverlauf. 
Der Knickpunkt in Girmischungen ohne Phosphatzusatz. 
Aus dem Phosphatgehalt der Trockenhefe berechnet sich nach Hardens Gleichung die Lage des 
Knickpunktes zu 10,7 mg vergorene Glucose 2,9ceem entwickelte COp. 


Ordinate angegeben. Bei der Berechnung wird, wie auf 8. 288 naher 
angegeben, eine Korrektur fiir den Phosphatgehalt der Trockenhefe 
ingebracht. Diese Korrektur betragt fiir 200 mg Trockenhefe eine 
Phosphatmenge aquivalent mit 10,7 mg Glucose, was 2,9cem CO, 
von 26° und 760mm Hg entspricht. 

Die Lage des Knickpunktes als Funktion des Phosphatgehalts 
der Gérmischung wurde teils bei der intakten, unvorbehandelten Trocken- 
hefe, teils bei der Trockenhefe nach Vorbehandlung bei 406° bzw. 60° 
und 86° studiert. 
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In den Abb. & bis 12 enthalt jede Garungsprobe (Gesamtvolunie 
2cem): 260mg Trockenhefe + 200mg Glucose + 0.l cem  Z)\; 
phosphatlésung -+- 1 Tropfen 2,5°%,ige Acetaldehydlésung. Die auijie 
dem zugesetzte Menge Phosphat wird bei den einzelnen Abbildunce: 
angegeben., 

Die Vorbehandlungstemperatur der Trockenhefe wird bei 
Kurve angegeben. Die Garkurven mit unvorbehandelter  intakter 
Trockenhefe gestrichelt. 


© 
e 


Gartemperatur immer 30°. 
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1 
2 3 + 5 6 7 Std. 
Abb. 0. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Girver 
Der Knickpunkt in Giairmischungen mit Zusatz von Phosphat iquivalent mit 50 mg Gluc 
Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 35.7 mg ver 
Glucose 9.5 cem entwickelte COs. 








Die durch die Erhitzung bewirkte Desorganisierung der intakte! 
Trockenhefe tritt hier bei einem Vergleich der Abb. 8 und 12 besonders 
klar zutage. Nach Vorbehandlung der Trockenhefe bei 8€° ist cas 
Garvermégen, wenn kein Phosphat zugesetzt wird (Abb. 8), auf eine) 
Bruchteil herabgesetzt worden, wahrend in einer Garmischung i! 
Phosphatzusatz (Abb. 12) die erhitzte Hefe fast denselben Garver|au! 
zeigt wie die nicht vorbehandelte intakte Trockenhefe. 

Die Erhitzung begiinstigt die Ausbildung eines Knickes de! a 
Garkurve, dessen Lage mit der nach Hardens Gleichung theoretisc! Die J 


1eose 
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berechneten gut tbereinstimmt. Dies tritt in den Garmischungen 
mit niedrigen Phosphatzusatzen besonders klar hervor. In den Ansatzen 
mit gréBeren Phosphatzugaben wird dieser EinfluB der Erhitzung 


dadurch verschleiert, daB der Phosphatzusatz in diesem Falle schon die 





Glucose —> 


+ § 6 7 Sta. 
Abb. 10. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Giirverlaut 
ber Knickpunkt in Girmischungen mit Zusatz von Phosphat jiquivalent mit 100 me Glucose 
Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 60,7 mg vergorene 
Glucose 16,2 cem entwickelte COs. 
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Abb. 11. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Girverlaut. Der 
ickpunkt in Girmischurgen mit Zusatz von Phosphat Aiquivalent mit 150 mg Glucose 
Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 85,7 mg vergorene 
cose 22 9ceem entwieckelte COy. 
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ntakte, unvorbehandelte Trockenhefe derart beeinfluBt, daB ein Knick 


der Garkurve entsteht, wenn etwa die Halfte des Zuckers zu Allkohy 


l 


ind Kohlensaiure vergoren worden ist}. 


me c 


Abb. 12. Einwirkung von Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe auf den Gi 


Der Knickpunkt in Girmischungen mit Zusatz von Phosphat dquivalent mit 200mg Glucos: 


Die Lage des Knickpunktes berechnet sich nach Hardens Gleichung zu 100mg \ 


Glucose 26,7 cem entwickelte C Og. 
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Abb. 13 Wassergehalt der ir 
Trockenhefe und Wirkung der Hitz 
bandlung. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolu 
2cem): 100mg Glucose + 0,1 cem 
phosphatlésung 1 Tropfen 2,5 ° ig 
aldehydlésung. 

Zu Probe: 

4 200 mg unvorbehandelt: 
Trockenhete ; 

B 200 mg intakte Trocken! 
diinner Schicht an der | 
hitzt; 

C 200 mg intakte Trocken 
verschlossenem GefiB erhitzt 

Die Giirkurve der unvorbehande!t 
takten Trockenhefe gestrichelt. 

Girtemperatur 30°. 











Zusammenfassend kénnen wir also feststellen, daB das Zyma~ 
system der intakten Trockenhefe durch Erhitzung der Trockenhe' 


' Diese Erscheinung ist in unseren vorhergehenden Mitteilungen e! 


gehend erértert worden. 
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derart verandert wird, da es nunmehr weitgehend mit dem Zymase- 
system des strukturlosen Macerationssaftes tibereinstimmt. 


In Fortsetzung unserer Versuche iiber die Einwirkung der Hitze- 
vorbehandlung der intakten Trockenhefe wurde festgestellt, daB der 
Wassergehalt der Trockenhefe (7,7 °,) fiir die desorganisierende Wirkung 
der Erhitzung eine entscheidende Bedeutung hat. 


Bei den Versuchen, die bisher beschrieben worden sind, wurde 
die intakte Trockenhefe in offenen Wageglischen erhitzt, so da das 
in der Trockenhefe noch enthaltene Wasser bei der Erhitzung rasch 
entweichen konnte. In dem jetzt mitzuteilenden Versuch wurde die 
intakte Trockenhefe einerseits in kleinen, dicht verschlossenen GefaBen, 
andererseits auf Glasscheiben diinn ausgebreitet erhitzt. Vorbehandlungs- 
temperatur 80° Dauer der Vorbehandlung 2 Stunden (Abb. 13). 


Aus diesem Versuch 
Abb. 13) geht eindeutig 
hervor, daB die eingreifende 
Wirkung der Erhitzung mit 
dem Vorhandensein von 
Wasser in der Trockenhefe 
eng verbunden ist. 





Folgender Versuch mit 
derim Vakuum bei Zimmer- 
temperatur getrockneten 
intakten Trockenhefe  be- 
stitigt voéllig diese Auf- 
fassung (Abb. 14). Die zu 
diesem Versuch benutzte 
intakte Trockenhefe wurde 
wahrend mehrerer Wochen 
im Vakuumexsikkator iiber 








P.O; bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Der Abb. 14. Einwirkung der Hitzevorbehandlung auf 
Wassergehalt bet rug da- dlie vakuumget wknete intakte Trockenhete : 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem) 
ach 0,75 ° Die Erhi ‘lucose cm ‘ q 
nach O,40 %,. l€ Urhit- 100 mg Glucose 0,1 cem Zymophosphatlésung 
1 Tropfen 2,5 °4ige Acetaldehydlésung 
Zu Probe: 
schlossenen GefaBen wah- A und A, 200 mg vakuumgetrocknete intakte Trocken- 
hefe; 
200 mg vakuumgetrocknete intakte Trocken- 
nommen. hefe bei 80° erhitzt: 
C und C, 200 mg vakuumgetrocknete intakte Trocken- 
Wie die Abb. 14 zeigt obey dares 
‘ _ é : eo” Die Proben A, bis (, bekommen dazu noch eine 
ist die wasserfreie intakte Phosphatmenge iiquivalent mit 100 m¢ Glucose. Die 
Girkurven der nicht erhitzten Trockenhefe gestrichelt 
Giirtemperatur 30° 
Biochemische Zeitschrift Band 304. 91 
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zing wurde dann in ver- 


rend 2 Stunden vorge- B und B, 


Trockenhefe gegen ther- 
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mische Eingriffe erheblich widerstandstahiger als die noch wass:) 


haltige Trockenhefe. 

Nach den gemachten Erfahrungen kann also summarisch 
gestellt werden, daB die eingreifende desorganisierende Wirkune cine 
Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe von dem Wasserve! 
der Trockenhefe waihrend der Erhitzung abhangig ist. 


III. Einwirkung von Desoxycholsdure und von Taurocholsaiuy 

Die Eigenschaft der Gallensauren, besonders in Form ihrer Alkalis:|z 
verschiedene, sonst wasserunlésliche Korperklassen wie Fettsdurey 
Sterine, Lecithine unter Bildung der entsprechenden Choleinsiiur 
in wasserige Lésung zu bringen!, hat uns veranlaBt, den Einflufs vo) 
vallensauren Alkalisalzen auf den Garverlauf in der intakten Trocken hfe 
zu studieren. Da sowohl die freien als die gepaarten Gallensauren zu 
Choleinséurebildung befaéhigt sind, wurde von uns als Vertreter diese 
beiden Gruppen die Desoxycholsaure und die Taurocholsaure (sieheS. 30s 
vepriift. Die zu diesen Priifungen benutzten Praparate von Fraenke! ¢ 
Landau hatten die Bezeichnungen: Desoxycholsaures Natrium reinst 
und Taurocholsaures Natrium rein. 
a) Einwirkung von Desoxycholsaure auf den Garverlaut 

in dem strukturlosen Zymasesystem. 

Als Vergleich zu den Versuchen mit intakter Trockenhefe wurc 

die Einwirkung von desoxycholsaurem Na auf den Garverlauf im Mac 
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Abb. 15. Einwirkung von Desoxycholsiure auf den Giirverlauf in dem strukturlosen 7 
masesystem. 
Zu jeder Giirungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 1lcem Macerationssaft? + 100 mz 6! 


+ 0,leem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
AuBerdem in Probe: 


A und A, —; 

ae 3, 0.1% desoxycholsaures Na; 
Cc ” C, 0,2 % 

D , Dy 05% oo 9 


E , E, 10% ne a 
Die Proben A, bis E, bekommen dazu noch eine Menge Phosphat, die zusammen } 
im Macerationssaft vorhandenen Phosphat etwa mit 100 mg Glucose Aiquivalent ist. 
Die Girkurven ohne Zusatz von desoxycholsaurem Na _ gestrichelt. 
Girtemperatur 30°. 


! Siehe hierzu Wieland u. Sorge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 10, 1915 
- 2? Vgl. S. 289, Anm. zu Abb. 1. 
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rationssaft studiert. Es zeigte sich dabei, da} héhere Konzentrationen 


vergiftend wirken. Bis zu einer Konzentration in der Garmischung 
von 0,2% desoxycholsaurem Na (= 4mg pro Garungsprobe) bleibt 
iber der Garverlauf unbeeinfluBt (Abb. 15). 


b) Einwirkung von Desoxycholsiure auf den Garverlauf 
in der intakten Trockenhefe. 
Der Garverlauf in Garmischungen ohne und mit Zusatz von Phos- 
phat bei verschiedenen Konzentrationen von desoxycholsaurem Na 
geht aus den Abb. 16 und 17 hervor. 


























Abb. 16. Einwirkung von Desoxycholsiiure auf den Giirverlauf in der intakten Trockenhefé 
hne Zusatz von Phosphat. 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2cem): 200mg _ intakte Trockenhefe + 100 mg 
Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung 1 Tropfen 2.5% ige Acetaldehydlésung. 

Die Konzentration in der Girmischung von desoxycholsaurem Na ist bei jeder Kurve in % an- 
cegeben. Die Girkurve ohne Zusatz von desoxycholsaurem Na gestrichelt. 

Girtemperatur 30°. 


Ein Vergleich der Abb. 16 und 17 zeigt, daB unter dem EinfluB 
von desoxycholsaurem Na eine vollstandige Desorganisierung des Zymase- 
systems der intakten Trockenhefe zustande kommt. Durch dieses Mittel 
wird eine Wirkung erreicht, die erheblich selektiver ist als die Wirkung 
der friiher besprochenen Eingriffe. In den Garungsmischungen mit 
Phosphatzusatz wird die Maximalgirgeschwindigkeit durch Zusatz 
von Desoxycholsaiure in keinem Falle wesentlich beeinfluBt. Nur wird 
der Knick der Garkurve mit steigender Desoxycholsdurekonzentration 
immer starker markiert. In den Proben ohne Phosphatzusatz dagegen 
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wird mit steigender Desoxycholsiurekonzentration die ganze Gary 
immer starker unterdriickt. 

Wie aus dem entsprechenden Versuch mit Macerationssaft (Abb. 15 
hervorgeht, tritt bei hGheren Konzentrationen von desoxycholsaurem Ny 
eine Vergiftung der Zymase ein. Die intakte Trockenhefe ist, nach, 
Abb. 17 zu urteilen, weniger empfindlich gegen diese Giftwirkiny 
als der Macerationssaft. Dies ist wahrscheinlich dadurch  bedinyt 
daB die Trockenhefe viel mehr organische Substanz enthalt als der 
Macerationssaft. 


—_———--— _ nena 





| 7 


4 Trockenhete bei Zusatz von Phosphat 
07 Zu jeder =Giirungsprobe — (Gesa 
, volumen 2cem): 200 mg intakte Trock 
hefe + 100 mg Glucose + Phosphat 
valent mit 100 mg Glucose 0,1 
Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2,5 
Acetaldehydlésung. 

Die Konzentration in der Giirmisc! 
von desoxycholsaurem Na ist bei 
Kurve in % angegeben. Die Girkurv: 
Zusatz von desoxycholsaurem Na 
strichelt. 

Girtemperatur 30°. 
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Weil aber also die Desoxycholsiure als Zymasegift tiberhaupt 
in Betracht kommt, kénnte gegen die Deutung der in Abb. 16 und 17 
vorgelegten Ergebnisse der Einwand erhoben werden, da es sich hier 
vielleicht um eine wirkliche Zymasevergiftung handelt, die aber in 
den Géarungsmischungen mit Phosphatzusatz wegen Schutzwirkung 
des Phosphats ausbleibt. Daf dieser Einwand wahrscheinlich nicht 
berechtigt ist, geht indessen schon aus dem Umstand hervor, dal} ein: 
Konzentration von desoxycholsaurem Na (0,2), die im Macerations 
saftversuch ohne EinfluB ist, eine sehr starke Wirkung auf den Gar- 
verlauf in der intakten Trockenhefe ausiibt. Fiir die desorganisierend 
Wirkung der Desoxycholséure in den Versuchen mit Phosphatzusatz 
spricht die Verscharfung des Knickes der Garkurve. 


Der endgiiltige Beweis, da in unseren Versuchen mit intakter 
Trockenhefe die Desoxycholsiure keine Vergiftung, sondern eine reine 
Desorganisierung der Zymase hervorruft, liefern die jetzt zu be 
schreibenden Giarversuche mit variierenden Phosphatmengen in ce! 
Garungsmischung (Abb. 18). Wie in den Abb. 8 bis 12 wird fiir jec 
Phosphatmenge die nach Hardens Gleichung berechnete Lage des 
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Knickpunktes durch eine gestrichelte Ordinate angegeben. Fiir den 
Phosphatgehalt der Trockenhefe wird die 8.288 und 297 erwahnte 
Korrektur angebracht. 

Die Ergebnisse, die in Abb. 18 zusammengefabt worden sind, zeigen 
eindeutig, daB die Desoxycholsiure eine durchgreifende Veranderung 
des Zymasesystems der intakten Trockenhefe bewirkt, ohne daB dabei 
die klassische Zymase betroffen wird!. Ohne die Wirkstoffe des Zymase- 
komplexes anzugreifen, bewirkt die Desoxycholsiure offenbar eine 
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Abb. 18. Einwirkung von Desoxycholsiure auf den Girverlauf in der intakten Trockenhefe bei 
verschiedenen Phosphatmengen in der Giirungsmischung 


Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenhetfe 200 mg 
Glucose + 0,1 cem Zymophosphatlésung 1 Tropfen 2,5°,ige Acetaldehydlésung. 
AuBerdem zu Probe: 
A und A, 
B,, B, Phosphat diquivalent mit 50 mg Glucose; 
Doss 4 Pe 100 ,, 
DD. Dy ‘ e >», 150 ,, 
APA ee , 200 ,, 


Die Proben A, bis E, enthalten dazu noch 0,2°, desoxveholsaures Na 

Aus dem Phosphatgehalt der Girungsmischungen berechnet sich nach Hardens Gleichung 
die Lage des Knickpunktes in den Girungsproben A, bis E, zu 10,7 bzw. 35,7, 60,7, 85, 
100 mg vergorene Glucose oder 2,9 baw. 9,5, 16,2. 22,9 und 26,7 cem entwickelte CO,. 

Die Girkurven ohne Zusatz von desoxycholsaurem Na gestrichelt 

Girtemperatur 30°. 


7 und 


1 Es mag bemerkt werden, dai die hier benutzte Desoxycholsaure- 
konzentration auf den Garverlauf im Macerationssaft keinen Einflu® hat. 
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vollstandige Destruktion der harmonischen Wechselwirkung dics 
Wirkstoffe mit dem Resultat, daB die Garung sich in der Art und Weis 
vollzieht wie in dem strukturlosen, nicht organisierten Macerationssa(} 


ce) Einwirkung von Desoxycholsaure auf den Garverlaut! 
in lebender Hefe. 


Wie 8. 292 beschrieben worden ist, kann durch Toluol eine Diff 
renzierung der Garkurve des intakten Zymasesystems in eine raschy 
Phosphatperiode und eine langsame Nachperiode bei der Trockenhet 


| ee eel | 
| Ff F24 
ccm} , . 
2 j Abb. 19. Einwirkung von Desoxycho! 


i i a i 
ad 7 J auf den Giirverlauf in lebender Hefe. 
/B Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolu 
| 2 cem): 63 mg (Trockengewicht bei 
frischer untergiriger Bierhefe + 100 mg Glucos 
I O,leem Zymophosphatlésung 1 Troy 
2,5 %ige Acetaldehydlésung. 
| AuBerdem zu Probe: 
AA, ud A, —: 
| B, B, ,, Bz Phosphat dquivalent 
| 
i 





10} 100 mg Glucose 

Die Proben A, und B, enthalten daz 
0,2%, die Proben A, und By, 1,0°) deseo 
cholsaures Na. 

Die Girkurven ohne Zusatz von Ph 
gestrichelt. 

Girtemperatur 30°. 





5 





nicht aber bei der lebenden Hefe bewirkt werden. Durchaus gleichartiy: 
Verhaltnisse begegnen uns in unseren Versuchen mit Desoxycholsaur 
Nur bei der Trockenhefe bewirkt dieses Mittel eine Differenzierung 
der Girkurve. Bei der lebenden Hefe dagegen laiBt sich ebensowenis 
wie durch Toluol eine derartige Differenzierung hervorrufen (Abb. 1! 


d) Extraktion von lebender Hefe mit Desoxycholsaure 

Um die Wirkungsweise der Desoxycholsiure noch weiter zu 
leuchten, wurde mit frischer Hefe (dieselbe Hefelieferung wie in Abb 
folgender Versuch angestellt (Abb. 20 und 21). 

Die frische Bierhefe wurde in gewéhnlicher Weise ausgewaschen 
abgesaugt. In Abb. 20 wird diese Hefe als .,.Unvorbehandelte leben phatli 
Hefe‘* bezeichnet. Aus einer Portion dieser Hefe wurde sofort nach der vo A 
uns benutzten Methode eine intakte Trockenhefe dargestellt. (In Ab 
als ,,intakte Trockenhefe aus unvorbehandelter Hefe‘: bezeichnet.) D 

100 g der unvorbehandelten lebenden Hefe wurde wihrend 30 Minut: a 
in eine Lésung von 1,75 g desoxycholsaurem Na in 250 cem Wasser <u> G 
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pendiert. Volumen der Suspension 340 ccm. Diese Suspension, die sofort 
im Garversuch gepriift wurde, wird als ,,lebende Hefe + Desoxycholsaure“ 
bezeichnet (Abb. 20). 








Abb. 20. Extraktion von lebender Hefe mit 
Desoxycholsiure 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 ccm) 
100 mg Glucose O,Lcem Zymophosphatlésung 
1 Tropfen 2.5 °,ige Acetaldehydlésung 
AuGerdem zu Probe: 
Aund A, 65mg! unvorbehandelte lebende 
Hefe; 
Bund B, 69 meg lebende Hefe + Desoxy- 
cholsdure? ; 
© und C, 75 mg desoxycholsdurebehandelt: 
und dann ausgewaschene lebende 
Hefe. 
Die Proben A, bis C, bekommen dazu noch 
eine Phosphatmenge iiquivalent mit 100 mg Glucose 
Die Girkurven ohne Zusatz von Phosphat ge- 
strichelt 
Girtemperatur 30° 


' Trockengewicht bei 105° 
64mg Hefe 5 mg desoxycholsaures Na 











Sa 10 
|mg 


| 
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Abb, 21. Giirverlauf in Trockenhefe aus desoxycholsiiurebehandelter Hefe. 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 100 mg Glucose O.l cem Zymophos- 
phatlisung + 1 Tropfen 2.5 °,ige Acetaldehydlésung 
AuBerdem zu Probe: 
4 und A, 200 mg intakte Trockenhefe aus unvorbehandelter Hef 
B und B, 200 mg Trockenhefe aus desoxycholsiurebehandelter Hefe 
Die Proben A, und B, bekommen dazu noch eine Phosphatmenge Aquivalent mit 100 mg 
Glucose. 
Die Girkurven ohne Zusatz von Phosphat gestrichelt 
Giirtemperatur 30°. 
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Aus 330 cem der eben beschriebenen Hefesuspension wurde die Hote 
schart abgenutscht, in Wasser suspendiert, zweimal mit je 3 Liter, einima|! 
mit 800cem Wasser auf der Winkelzentrifuge gewaschen, schlieBlich jy 
wenig Wasser aufgeschliammt und scharf abgenutscht. Priifung der so 
behandelten Hefe in Abb. 20 unter der Bezeichnung ,,desoxycholsivre 
behandelte und dann ausgewaschene lebende Hefe™. 

Aus der in dieser Weise vorbehandelten Hefe wurde nach der bei de: 
Darstellung von intakter Trockenhefe iiblichen Methode ein Trockenhet; 
. praparat dargestellt. (In Abb. 21 als ,,Trockenhefe aus desoxycholsiiure 
behandelter Hefe‘* bezeichnet.) 


Wie aus Abb. 20 ersichtlich, ist die Vergiftung der lebenden Hefe 
durch Desoxycholsiure gewissermaBen reversibel. Durch Auswaschen 


mit Wasser kann das Garvermégen weitgehend restituiert werden. 
Doch scheint die Empfindlichkeit gegeniiber Phosphatzusatz nunmelhr 
gr6Ber zu sein als bei der unvorbehandelten Hefe. Es findet sich sovar 
eine Andeutung fiir das Vorhandensein einer Veresterungsphase. 

Da®B auch nach dem Auswaschen eine eingreifende Wirkung der 
Desoxycholsiurebehandlung bestehen bleibt, geht indessen vor allem 
aus den Eigenschaften der Trockenhefe hervor, die aus der vorbehandelten 
Hefe dargestellt wurde 
(Abb. 21). 

Wie aus Abb. 21 her 
vorgeht, liegt in dem 








aus desoxycholsaurebe 
handelter Hefe dargeste!l- 
ten Trockenhefepraparat 
ein in typischer Weise 








desorganisiertes Zymase 
system vor. 


e) Einwirkung von 





Taurocholsaure aut 
den Garverlauf in det 
intaktenTrockenhefe 





Die Versuche mit 
Taurocholsaure (Abb. 22 
bis 24) wurdenin § ganz 
analoger Weise wie dic 











Abb. 22. Einwirkung von Taurocholsiiure auf den 
pce der intakten Trockenhefe ohne Zusatz entsprechenden Versuche 
von Phosphat. - : 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): mit Desoxycholsaur 
200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg Glucose + 0,1 eem S 2405 ; 25 

/ . dO s 30: ange- 
Zymophosphatlisung + 1 Tropfen 2,5°%ige Acetalde- (} 303 bis 305) ° 
hydlésung. stellt, und es ist somit 

Die Konzentration in der Girmischung von tau- 
rocholsaurem Na ist bei jeder Kurve in % angegeben. 

Die Girkurve ohne Zusatz von taurocholsaurem Na griindung der Versuche 
gestrichelt. 

Girtemperatur 30°. 
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iiberfliissig, auf die Be- 


hier nochmals einzugehe: 
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™g Abb. 23. Einwirkung von Tau- 
rocholsiure auf den Garverlauf in 
der intakten Trockenhefe bei Zu- 
satz von Phosphat 

Zu jeder Giirungsprobe (Ge- 
samtvolumen 2 cem) 200 mg in- 
takte Trockenhefe + 100mg Glu- 
cose + Phosphat Aaquivalent mit 
100 mg Glucose + 0,l ecem Zymo- 

phosphatlésung + 1 Tropfen 

2,5%ige Acetaldehydlésung. 





b/ucose —> 


Die Konzentration in der Giir- 
mischung von taurocholsaurem Na 
ist bei jeder Kurve in °% ange- 
geben. 

Die Girkurve ohne Zusatz von 
taurocholsaurem Na gestrichelt. 





Girtemperatur 30° 














Abb. 24. Einwirkung 
von Taurocholsaure auf 
den Giirverlauf in der in- 
takten Trockenhefe bei 
verschiedenen Phosphat- 
mengen in der Girungs- 
mischung. 

Zu jeder Garungs- 
probe (Gesamtvolumen 
2cem): 200mg intakte 
Trockenhete + 200 m¢ 
Glucose O.leem Zy- 
mophosphatlésung 1 
Tropten 2.5% ige Acet- 
I 6 f aldehydlésung 








AuBerdem zn Probe: A und A, 
B,, B, Phosphat fiquivalent mit 50 mg Glucose; 
C , C, 9 - on ae 
Dy Dy a ze ° 2, 
BE, &, = % 59 BOD 9s ”» 
Die Proben A, bis E, enthalten dazu noch 0,5° taurocholsaures Na 
Aus dem Phosphatgehalt der Garungsmischungen berechnet sich nach Hardens Gleichung 
¢ Lage des Knickpunktes in den Girungsproben A, bis E, zu 10,7 baw. 35,7, 60,7, 85,7 und 
100 mg vergorene Glucose oder 2,9 bzw. 9,5, 16,2, 22,9 und 26,7 ecm entwickelte COs. 
Die Girkurven ohne Zusatz von taurocholsaurem Na gestrichelt Girtemperatur 30° 


li 
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Die Abb. 22, 23 und 24 zeigen, dai die Taurocholsdure genaii 
derselben Weise auf den Garverlauf in der intakten Trockenhefe ¢); 
wirkt wie die Desoxycholsdure. Beziiglich der theoretischen Deut ting 
der Ergebnisse verweisen wir also auf S. 305. 


IV. Einwirkung von Saponinen auf den Garverlaut in der intaktey 
Trockenhe fe. 

Viele chemische bzw. kolloidchemische Eigenschaften der Saponiiy 

machen ihre Priifung in diesem Zusammenhang interessant. Einma 

ihre emulgierende Wirkung auf Fette, ferner ihr Vermégen mit ws 


veresterten Sterinen Additionsverbindungen zu geben! und schlieBlic) 
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$50. 
Abb. 25. Einwirkung von Digitonin auf den Girverlauf in der intakten Trockenhet: 
Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenhefe + 100 mg 6 
cose + 0,1 eem Zymophosphatlésung + 1 Tropfen 2.5% ige Acetaldehydlisung. 


Die Garungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) Zusatz 


von Phosphat (Aiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 
Die Digitoninkonzentration in der Girmischung ist bei jeder Kurve in % angegeben 
Giirtemperatur 30°. 


ihre Eigenschaft, eine triibe Lecithinlésung aufzuhellen. Wenn in den 
organisierten Zymasesystem Lipoide der hier erwahnten Art eine regu 
latorische Funktion ausiiben, kénnte es somit méglich sein, dure! 


Saponine eine Desorganisierung dieses Zymasesystems zu_bewirke! 


1 Windaus, Ber. 42, 238, 1909. 
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Umgekehrt dirfen selbstverstandlich aus einer etwa_festgestellten 
Desorganisierung nur mit a4uBerster Vorsicht Schliisse gezogen werden. 

Es wurde in dieser Untersuchung die Wirkung von teils einem 
Saponinpraparat ,.pur. Merck’ und teils einem reinen Digitoninpraparat 
(Digitoninum eryst. Merck 3043) studiert. Es soll hier nur der Versuch 
mit reinem Digitonin ausfiihrlich behandelt werden (Abb. 25). 

Die Abb. 25 zeigt, daB Digitonin den Garverlauf in der intakten 
Trockenhefe grundsatzlich in derselben Weise beeinfluBt wie die friiher 
studierten Lipoidlésungsmittel (S. 289) oder Gallensaéuren (S. 302 und 308) 
Die durch Digitonin hervorgerufene Desorganisierung ist aber nicht so 
scharf ausgepragt wie z. B. die Desorganisierung durch Desoxycholsaure. 

Viel weniger wirksam als das reine Digitonin ist das von uns eben- 
falls studierte Saponinpraparat ,,pur. Merck’*, obwohl auch dieses 
Priparat, wie es scheint, in héheren Konzentrationen eine Desorgani- 
sierung bewirkt. 

V. Gdrungshemmung ohne Desorganisierung. 

Wenn iiberhaupt bestimmte Stoffe oder Stoffgruppen fiir die 
Organisierung des intakten Zymasesystems der lebenden Hefe- 
zelle verantwortlich sind, sollte eine Méglichkeit bestehen, eine Jn- 
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Abb. 26. Einwirkung von NaF auf den Giirverlauf in der intakten Trockenhef 

Zu jeder Girungsprobe (Gesamtvolumen 2 cem): 200 mg intakte Trockenhefe 100 me Glu- 

+ OLeem Zymophosphatlisung + 1 Tropfen 2,5°%ige Acetaldehvdlésung 

Die Giirungen wurden teils ohne (gestrichelte Kurven) und teils mit (ausgezogene Kurven) 
‘isatz von Phosphat (jiquivalent mit 100 mg Glucose) angesetzt. 

Die molare Konzentration in der Girmischung von NaF ist bei jeder Kurve angegeben 

Girtemperatur 30°, 
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aktivierung der Zymase ohne gleichzeitige Desorganisierung des Zins. 
systems zu bewirken. Nur Eingriffe, die in der einen oder anderen Weis; 
auf die regulatorisch betatigten Substanzen des intakten Zymasesyst ens 
einwirken, wiirden dann eine Desorganisierung hervorrufen. Stoff 
dagegen, die lediglich die Wirksamkeit der klassischen, freien Zynias 
beeinflussen, wiirden aber, ohne eine Desorganisierung zu bewirken, dey 
Garverlauf in Garungsmischungen mit und ohne Phosphatzusatz jy 
gleichartiger Weise verandern. 

In der Tat laBt sich durch verschiedenartige Mittel eine derartive 
nicht differenzierte IJnaktivierung des Garvermégens der intakten 
Trockenhefe verwirklichen. In einer folgenden Arbeit soll iiber dies. 
beziigliche Ergebnisse mit z. B. hohen Salzkonzentrationen, Glycerin 
Natriumlactat usw. berichtet werden. Diesmal wollen wir uns daraut 
beschrinken, die Wirkung des spezifischen Zymasegiftes NaF zu be 
handeln (Abb. 26). 

Die Fluoridvergiftung bietet ein Beispiel von einer Zymaseinakt 
vierung ohne gleichzeitige Desorganisierung. Die Gargeschwindigkeit 
wird durch NaF sowohl in den Garmischungen ohne als mit Phosphat 
zusatz, und zwar in etwa gleichem Mabe herabgesetzt. In den fluorid- 


vergifteten Garmischungen ohne Phosphatzusatz biegen die Garkuryen 
allmahlich ab. Dies hangt vielleicht damit zusammen, daf} die in der 


Trockenhefe vorhandene Phosphorsaure unter dem EinfluB der Fluorid 
vergiftung allmahlich als Hexosemonophosphorsaure festgelegt wird! 
In einer folgenden Arbeit sollen Garungshemmungen ohne Desorgani 
sierung beschrieben werden, wo der geradlinige Garverlauf in der Gar. 
mischung ohne Phosphatzusatz auch nach der Vergiftung besteht. 


Diskussion und Zusammenfassung. 


In der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt, wie durch ver 
schiedenartige Eingriffe die garungschemischen Eigenschaften de 
,,intakten Trockenhefe*‘ derart verandert werden kénnen, dai} melir 
oder weniger scharf ausgepragt der Garverlauf (durch CO.-Bestimmungen 
verfolgt) den Charakter annimmt, der fiir das strukturlose Zyma~ 
system des Hefemacerationssaftes typisch ist. 

Als Eingriffe, die zu einer derartigen Veranderung des Garver|atits 
in der intakten Trockenhefe fiihren, wurden in dieser Untersuchune 
erkannt : 

1. Erhitzung der intakten Trockenhefe in trockenem Zustand 

2. Zusatz von organischen Lésungsmitteln (Lipoidlésungsmitte!) 
zu der Garungsmischung. 

3. Zusatz von gallensauren Salzen zu der Garungsmischung 

4. Zusatz von Digitonin zu der Garungsmischung. 


1 Vel. hierzu Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. kemi 10 A, Nr. 7, 5. 25 
1930. 
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Aus unseren friiheren Studien! ist bekannt, dab wahrend der 
Autolyse der Hefe eine entsprechende Veranderung des intakten Zymase- 
systems stattfindet. 

Durch die erwahnten Eingriffe wird also die Maximalgiargeschwindig- 
keit in Gegenwart von Phosphat nicht oder wenigstens verhaltnismabig 
unbedeutend beeinfluBt, wahrend dagegen der rasche und geradlinige 
Garverlauf in der Garungsmischung ohne Phosphatzusatz erlischt. 

Ein Verdacht, daB es sich hier um eine wirkliche Zymasevergiftung 
handelt, die in den Garungsmischungen mit Phosphatzusatz wegen 
Schutzwirkung des Phosphats ausbleibt, ist nicht zutreffend. Hin- 
sichtlich der Wirkung der Hitzevorbehandlung der intakten Trocken- 
hefe kommt diese Deutung tiberhaupt nicht in Frage, weil ja das 
Phosphat hier erst nach dem vorgenommenen Eingriff zugesetzt 
wird. Beziiglich der Wirkung von Lipoidlésungsmitteln (S. 292) sowie 
von gallensauren Salzen (S. 305 und 309) laBt sich aus Versuchen mit 
variierenden Phosphatzusitzen einwandfrei erkennen, dab eine tief- 
ereifende Veranderung des intakten Zymasesystems stattgefunden hat, 
obwohl die Maximalgargeschwindigkeit bei Zusatz von Phosphat nicht 
beeinfluBt worden ist. 

Es ist nun von besonderer Wichtigkeit, daB nicht jeder Eingriff, 
der tiberhaupt den Garverlauf beeinfluBt, zu einer derartigen Diffe- 
renzierung der Garkurve fiihren muB. Wie diese und besonders eine 
folgende Arbeit zeigen, kann durch verschiedenartige Mittel eine wirk- 
liche Inaktivierung der klassischen Zymase bewirkt werden, wobei der 
Garverlauf in Garmischungen ohne und mit Zusatz von Phosphat in 
gleichartiger Weise verandert wird. 

Bei den hier in Frage stehenden, differenzierend wirkenden Ein- 
griffen wird also dagegen die Zymase in deren klassischer Bedeutung 
nicht betroffen. Es werden keine Wirkstof/e dieser Zymase auber Spiel 
gesetzt. Der Garverlauf, wie er sich in dem strukturlosen Macerations- 
saft vollzieht, bleibt unbeeinfluBt. Was durch diese Eingriffe be- 
wirkt wird, ist eine Vernichtung der Fahigkeit, den gesamten Garproze} 
derart durchzufiihren, wie das intakte Zymasesystem der lebenden 
Hefezelle es tut. 

es laBt sich nun denken, da sich eine derartige Verainderung des 
Gairverlaufs in sehr verschiedenartiger Weise bewirken laBt. Unter 
anderem ware es méglich, daB durch Stoffe, die mit Intermediar- 
produkten bei dem Zuckerabbau, etwa mit der Triosephosphorsaure, 
reagieren, eine 4hnliche Veranderung im Verlauf der Garkurve hervor- 
gerufen werden kann. In den eben vorgelegten Beispielen kann die 
Veranderung des Garverlaufs aber kaum durch derartige Reaktionen 


' Nilsson u. Alm, diese Zeitschr. 286, 376, 1936; Nilsson, Arch. tf. Mikro- 
biol. 8, 365, 1937. 
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bedingt sein. Es scheint wenig wahrscheinlich, daB die hier studiey: 


organischen Loésungsmittel oder gallensauren Salze mit Interny 
produkten bei dem Zuckerabbau in chemische Reaktion treten 


was die Hitzevorbehandlung der intakten Trockenhefe betrifft, best: 
ja diese Méglichkeit tiberhaupt nicht. 

Schon in der Einleitung dieser Untersuchung wurde eine Vorste||)i)\, 
iiber das Zymasesystem der lebenden Hefezelle entwickelt, die uns }e 
den Versuehen als Arbeitshypothese gedient hat. GemaB dieser H yj. 
these besteht in der lebenden Hefezelle eine bestimmte Organisieriiy 
der verschiedenen Wirkstoffe des Zymasekomplexes, die in der 7% 
struktur begriindet und in der ,,intakten Trockenhefe* noch vorhande: 
ist. Diese Organisierung funktioniert als Regulator fiir das Gleich- 
gewicht zwischen den verschiedenen Teilreaktionen der Garung wnd 
bildet damit eine Voraussetzung fiir den harmonischen Garverlaut 


der lebenden Hefezelle. In dem strukturlosen Macerationssaft, wo die 


entfesselten Wirkstoffe ohne diese Regulierung tatig sind, kann zwar 
eine Maximalgirgeschwindigkeit erreicht werden, die keineswegs hinte: 
der Gargeschwindigkeit in der lebenden Hefe zuriicksteht. Der Gai 


prozeB verlauft aber nicht mehr harmonisch. Der Zucker kann nunmelir 


nur teilweise zu Alkohol und Kohlensaure vergoren werden. Auch untet 


sonst optimalen Bedingungen bleibt die Halfte als unverwert bare 


. Schlacke** zuriick. 

Wir nehmen ferner an, da in dieser Organisierung der Zelle be 
stimmte Stoffe oder Stoffgruppen beteiligt sind. Die’ ,,desorgani 
sierende** Wirkung der von uns gemachten Eingriffe wollen wir aut 
Veranderungen zuriickfiihren, die in diesen Stoffen oder Stoffgruppen 
eintreten. 

Nun 1aBt sich selbstverstandlich aus einem derartigen desorgani- 
sierenden Eingriff die Art der betroffenen regulatorischen Funktion 
nicht eindeutig erkennen. Auch mu die Méglichkeit als wahrschein|ich 
betrachtet werden, da in dieser Organisierung mehrere verschiedene 
Stoffe regulatorisch betatigt sind, und daB eine Veranderung von irgen« 
einem dieser Stoffe zu einer vollstandigen Desorganisierung fiihren kann 

Nach den Ergebnissen dieser Untersuchung richtet sich aber ce! 
Verdacht vorwiegend auf die Kérpergruppen der Fette, der Sterine und 
der Phosphatide. 

Die stark desorganisierende Wirkung, die von samtlichen lie! 
studierten Lipoidlésungsmitteln ausgeiibt wird, macht es wahrschein 
lich, da die Desorganisierung hier als Folge einer Lipoidauflésunz 
auftritt. Es muB sich dabei nicht unbedingt um eine Extraktion ce! 
Zellipoide handeln. Als Erklarungsgrund kommt desgleichen eine Au! 
nahme des Lésungsmittels von den Zellipoiden in Frage. Analog erk!ar' 
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‘sich die Wirkung der gallensauren Salze. Diese vermégen bekanntlich 


Fettsauren, Sterine und Phosphatide in Lésung zu bringen. Die Trigly- 
ceride sollen durch gallensaure Salze nicht in Lésung gebracht werden, 
lisen sich aber bei gleichzeitiger Gegenwart von Cholesterin oder 
Lecithin!. Wegen des Gehalts der Hefezelle an Sterinen und Phos- 
phatiden diirfte wohl damit zu rechnen sein, daB auch die Triglyceride 
der Hefezelle durch gallensaure Salze gelést werden. 

Die desorganisierende Wirkung der Saponine |aBt sich ebenfalls 
dadurch erklaren, daB sie mit Stoffen der obenerwihnten Kérperklassen 
in Reaktion treten. 

Die desorganisierende Wirkung einer Erhitzung der intakten Trocken- 
hefe deutet schlieBlich eher auf eine Zustandsinderung physikalischer 
Art als auf eine chemische Reaktion hin. Der Gedanke an _ einen 
Schmelzungs- bzw. Erweichungsvorgang oder an eine kolloidchemische 
Verinderung liegt hier nahe. Daf der Wassergehalt der intakten 
Trockenhefe bei einer derartigen Zustandsinderung von Bedeutung 
sein wiirde, ist einleuchtend. Auch bei dieser thermischen Desorgani- 
sierung liegt der Verdacht nahe, daB die betroffenen Substanzen von 
Lipoidnatur sind. 

Wenn also einerseits unsere Versuche zugunsten der Auffassung 
sprechen, daB die regulatorisch betatigten Stoffe, die durch die vor- 
genommenen Eingriffe betroffen worden sind, der Gruppe der oben- 
erwahnten drei Korperklassen angehéren, liegt andererseits noch keine 
Moéglichkeit vor, eine nahere Angabe tiber die hier in Frage stehenden 
Substanzen zu machen. 

Es mag in diesem Zusammenhang vielleicht besonders an die 
Eigenschaften der Phosphatide erinnert werden, unter denen u. a. 
das Quellungsvermégen in Wasser, die elektrischen Ladungsverhaltnisse 
des Phosphatid- (Lecithin-) Teilchens und das Vermégen, auf Wasser 
monomolekulare Filme zu bilden, hervorzuheben sind. Diese Eigen- 
schaften der Phosphatide sind auch bekanntlich von zellphysiologischer 
Seite zur Erklarung der Zellpermeabilitat herangezogen worden. 


In sehr bemerkenswerten Arbeiten entwickelt Leathes? die Vor- 
stellung, daB in der Zelle derartige Lecithinhéutchen sowohl an der 
Zellmembran als auch netzartig verteilt in dem Zellinhalt vor- 
kommen. Die Ausbildung dieser Lecithinhautchen, die mit dem Vor- 
handensein von zwei polaren Gruppen im Lecithinmolekiil zusammen- 
hangt, wird zu dem Problem der Zellpermeabilitat in Beziehung gesetzt. 


' Quagliariello u. Cedrangolo, Atti Acead. naz. Lincei 6, 27, 1938. — 
* Leathes, J. of gen. Physiol. 58, Proc. VI, 1923; Lancet, 808, 853, 957, 
1019, 1925. 
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Von Interesse ist in diesem Zusammenhang noch die Kigensc ha‘; 
der Lipoide, als negative Katalysatoren zu wirken. Diese Eigens«\af; 
besitzt in erster Linie das Lecithin, wahrend sie bei den Fetten wenive; 
ausgepragt ist und bei Cholesterin fehlt. Siegfried1, der diese Erschej 
nung studierte, auBert die Vermutung, daB die pramortale Steigerun, 
der EiweiBzersetzung und des Zellzerfalls in dem hungernden Versuch 
tier nach Verbrauch des gréBten Teils der Fette vielleicht damit 2 
sammenhangt, da die EiweiBspaltung in der lebenden Zelle durch di 
Zellipoide gehemmt wird, und daB diese Hemmung weegfallt in dey 
Mae, als die Zellipoide gespalten werden. Es mag an dieser Stell 
daran erinnert werden, da wahrend der Autolyse der Hefezelle diy 
Organisierung der Zymase verlorengeht, ohne daB dabei die Zymay 
in deren klassischer Bedeutung wesentlich geschadigt wird. 

Kin Ergebnis der vorliegenden Untersuchung muB noch besprocher 
werden. Die Desorganisierung des intakten Zymasesystems durch di: 
obenerwahnten Eingriffe tritt in den Versuchen mit ,,intakter Trocken 
hefe’* sehr klar und tiberzeugend hervor. Viel weniger durchsichtig 
sind die Verhaltnisse in den entsprechenden Versuchen mit lebender 
Hefe. Zwar kann auch hier nach dem vorgenommenen Eingriff di 
fordernde Wirkung einer Phosphatzugabe festgestellt werden: cin 
vollstandige Differenzierung der Garkurve tritt aber nicht in E: 
scheinung. Wir miissen hier offenbar mit zwei untereinander schar! 
abzutrennenden Zustandsinderungen der Hefezelle rechnen. Di 
Beseitigung der Permeabilitétshindernisse, die durch die rasche Trock 
nung der Hefe bewirkt wird, hat nichts zu tun mit der Organisierung 
des Zymasesystems, die in der intakten Hefezelle besteht. Sie ist aber 
eine Vorbedingung, die erfiillt sein muB, wenn die Desorganisieriung 
des Zymasesystems vorgefiihrt werden soll. In diesem Zusammenhang 
sind die eingehenden Studien von Lundegardh iiber die Dissoziations 
‘verhaltnisse an der Plasmamembran von gréBtem Interesse. Her 
Lundegardh teilt uns freundlichst mit, da} seine Potentialmessunger 
ergeben haben, daB in der Plasmamembran selbst Phosphatide nicht 
oder héchstens in sehr beschrankter Menge vorhanden sein kénnen 
Im Lichte dieser Untersuchung von Lundegardh? erscheint es durchaw- 
verstandlich, da bei der raschen Trocknung der Hefezelle eine Per 
meabiliatsanderung in der Zellmembran ohne eine gleichzeitige Des 
organisierung des intakten Zymasesystems eintreten kann. 


Es fragt sich schlieBlich, wie eine eingehendere Kenntnis von ce! 


hier beteiligten regulatorisch wirkenden Stoffen zu erzielen ware. Di 


1 Siegfried, diese Zeitschr. 86, 98, 1918. — 2% Lundegardh, Inves' 
gations in the absorption and accumulation of inorganic ions. Ann. | 
Landwirtschaftl. Hochschule Schwedens, Bd. 8, 1940. In Vorbereitung 
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Methode der selektiven Vergiftung scheint hier weniger aussichtsreich 
zu sein, weil die Lipoide und besonders die Phosphatide auBerst reaktive 
Substanzen sind und mit den verschiedensten Stoffen chemisch rea- 
gieren. Eine Méglichkeit besteht vielleicht darin, da die mit dem 


desorganisierenden Mittel versetzte Gairmischung vor Zugabe der in- 
takten Trockenhefe mit Hefelipoiden bzw. mit in Verdacht stehenden 
Lipoiden gesattigt wird, wobei das Ausbleiben der Desorganisierung 


die Beteiligung der gepriiften Lipoide in der Organisierung der Hefe- 
zelle angeben wiirde. 

Eine weitere wichtige Erweiterung der jetzt vorliegenden Er- 
yebnisse besteht in der Feststellung, inwieweit die jetzt an der Hefezelle 
demonstrierten Erscheinungen von allgemeiner zellphysiologischer Be- 
deutung sind. Wir setzen unsere Arbeit in dieser Richtung mit ver- 
schiedenen Mikroorganismen sowie mit Muskelzellen fort. 


Fir freigebige materielle Unterstiitzung sind wir der Stiftung ,,.Wenner- 
Grenska Samfundet*S zu gr6éBtem Dank verpflichtet. 


Biochemische Zeitschrift Band 304. 




















Uber das Eiwei®schlempeverfahren und den Gehalt 
der Eiwei®Bschlempe an Vitaminen der B-Gruppe. 
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AuBer aus Holzzucker! und aus Sulfitzellstoffablaugen2 ist in dey 
letzten Jahren von den einen von uns auch die Futterhefengewinnuny varu 
aus Kartoffeln? in Angriff genommen und bis in den Fabrikations. wacl 
ma stab tibertragen worden. Wahrend bei den erstgenannten Verfahren 

der AufschluB des Rohstoffs Holz zum vergarbaren oder besser gesagt Luss 
zum ,,verhefbaren*: Zwischenprodukt, der Holzzuckerwiirze bzw. Sulfit- Fd 
zellstoffablauge, in der Holzverzuckerungsanlage bzw. in der Sulfit- —e 
zellstoffabrik erfolgt, wird die Kartoffel, ahnlich wie im Betrieb der land. Kreb 
wirtschaftlichen Kartoffelbrennereien, in die verzuckerte Maische tiber- & jst, , 
gefiihrt, die dann das eigentliche Ausgangsmaterial fiir die. Weiter- J aus 
verarbeitung auf Hefe darstellt. Wir haben diesem neuen Weg zur Er. — subst 
zeugung von Futterhefe aus einheimischen Rohstoffen seinerzeit den att 
Namen LEiweiBschlempeverfahren gegeben aus Griinden, die weiter eu 
unten noch erértert werden sollen. In letzter Zeit hat sich besonders § ;und 
im Umgang mit den zustandigen Regierungsstellen daneben der Name § siure 
Kartoffelhefeverfahren eingebiirgert, der auf den hauptsachlichsten 
Rohstoff, die Kartoffel, Bezug nimmt, wahrend wir unsere erste Be- § vergo 
zeichnung aus dem Wortschatz der Brennereitechnologie hergeleitet § fikat; 
hatten. Auf die ganz besondere nationalwirtschaftliche Konstellation®. & heigt 
die zur Entwicklung des EiweiBschlempefahrens in der Kampagne § wirts. 


1935/36 gefiihrt hat, soll hier nicht naher eingegangen werden. Der J Masse 
wird, 

! Diese Zeitschr. 278, 23, 1935; 2838, 71, 1935; 286, 83, 1936. Zusammen dieses 
fassende Darstellungen Zeitschr. f. Spiritusindustrie 1936, S. 373, fern 


Der Vierjahresplan 3, 137, 1939. — ? Angew. Chemie 49, 775, . 1936: Bi 
Zeitschr. f. Spiritusindustrie 1936, S. 373, 1939, S. 251. 3 Zeitsch 

Spiritusindustrie 1937, 8.57; Forschungsdienst 8, 115, 1937. Zusammen . 
fassende Darstellung Angew. Chem. 51, 475, 1938; Svensk Kemisk, Tid-- JB Amm« 


krift 50, 177, 1938. ’ Ebet 








den 
TH 
TIS- 
ren 
agt 
fit- 
Ifit- 
nd- 
ber- 
ter- 
Er- 
den 
iter 
lers 
ime 
sten 
Be- 
itet 


on? 


ALTE 


Der 








EKiweiBschlempeverfahren u. Gehalt d. EiweiBschlempe an B-Vitaminen, 319 





Schwerpunkt fiir die nationalwirtschaftliche Bedeutung dieses Ver- 
fahrens liegt heute in anderer Richtung. 


Bei dem EiweiBschlempeverfahren werden die Kartoffeln, eben- 
so wie in den Kartoffelbrennereien, zunachst gewaschen, gedaimpft 
und dann gemaischt, wobei die Starke mit etwas Malz (oder Maltispirit) 
als Diastaselieferant verzuckert wird. Wahrend nun in der Kartoffel- 
brennerei die verzuckerte Maische zu Alkohol und Kohlensaure durch 
Kulturhefe mit ausgepragtem Garungsvermégen vergoren wird, wird 
beim EiweiBschlempeverfahren der Zuckervorrat der Kartoffelmaische 
verheft", d.h. unter Zufiigen von abgepaBten Mengen anorganischen 
Stickstoffs! und eventuell anderen Nahrsalzen zur Maische von stiirmisch 
sprossenden Wuchshefen in ,,aquivalente’’ Mengen eiweiBreiche (50 bis 
0° EiweiB) Hefesubstanz tibergefiihrt. Dabei wird stark geliiftet. 
Nach neueren Erfahrungen im GroBbetrieb entsteht dabei praktisch 
kein Alkohol. 

Im Falle der tiblichen Kartoffelbrennerei herrscht also die Hefe- 
garung, im Falle des EiweiBschlempeverfahrens dagegen das Hefe- 
wachstum vor. 

Bei der Vergdrung des Zuckers entstehen theoretisch nach der Gay- 
Lussacschen Garungsgleichung: Aus 100g Glucose —> 51,1 g Alkohol 
und 48,9 g Kohlensaiure, praktisch jedoch nur rund 90°, davon, d.h. etwa 
46g Alkohol. 

Bei der ,,Verhefung** des Zuckers, die in letzter Zeit von Fink und 
Krebs* auch vom theoretischen Standpunkt aus eingehend studiert worden 
ist, entstehen in praktischen sogenannten Standard-Ziichtungsversuchen 
aus 100 g Glucose + Nahrsalzen + Sauerstoff — 52,5 g Hefetrocken- 
substanz von etwa 60°, Rohprotein + 53,5 g Kohlensiure + 0,02 g Alkohol. 
Die praktische EiweiBausbeute aus Glucose ist also rund 30%. 

Nach theoretischen Uberlegungen 3, auf die hier nicht naher eingegangen 
werden soll, ist die theoretische Ausbeute bei der Verhefung des Zuckers 
rund 60 g Hefetrockensubstanz von 55 bis 60°, Rohprotein und 49 g Kohlen- 
siure aus 100g Glucose. 

Beim Vorgang in der Kartoffelbrennerei wird nun aus der vollstandig 
vergorenen Kartoffelmaische der Alkohol durch Destillation und Rekti- 
fikation gewonnen. Die entgeistete Fliissigkeit von suppiger Konsistenz 
heiBt von altersher Schlempe. Diese gew6hnliche Schlempe der land- 
wirtschaftlichen Kartoffelbrennereien, die bekanntlich als suppige 
Masse noch warm im eigenen Betriebe meist an Wiederkauer verfiittert 
wird, enthalt nur rund 5°, Trockensubstanz. Die Trockensubstanz 
dieses in seinem Wert noch immer umstrittenen Futtermittels besteht 
im wesentlichen aus der restlichen Kartoffelsubstanz, aus der der Starke- 


' Man verwendet 25°,iges Ammoniak des Handels und technisches 
Ammoniumsalz. 2 Diese Zeitschr. 299, 1, 1938 u.f.; 801, 137, 1939. 
' Ebenda 801, 143, 1939 
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anteil nach Uberfiihrung in vergarbaren Zucker und Vergarung schlic| 
lich in Form der fliichtigen Garprodukte Alkohol und Kohlensaur 
weggenommen worden ist. Die geringen Mengen der restlichen Mal, 
substanz, deren Starkeanteil ebenfalls als Alkohol und Kohlensaur 
verfliichtigt worden ist, und die noch geringere Menge Hefe, welc| 
letztere in erster Linie die Garung zu bewirken hatte, spielen menyen. 
maBig nur eine geringe Rolle. Der Rohproteingehalt in der Trockey 
substanz betragt bei der tiblichen Schlempe rund 25%, wovon nur run 
40°, verdauliches EiweiB sind. Im Rohstoff, der Kartoffel, betruy 


der Eiweibgehalt nur 6 bis 8%: er hat sich also im tiblichen Brennerei 


prozeB, ohne dap neues EKiweif gebildet worden ware, gewissermaBen nur 


verdichtet bzw. konzentriert. 

Ganz anders nun das Hiweibschlempeverfahren. Die verhefbare: 
Kohlenhydrate der Kartoffelmaische sind von der Wuchshefe, ohne da 
nennenswerte Mengen Alkohol gebildet worden waren, gemaB den obe1 
erwahnten Gesetzmabigkeiten in aquivalente Mengen eiweiBbreiche: 
Hefesubstanz iibergefiihrt worden. Die zugewachsene Hefe addier 
sich zu der restlichen Kartoffelsubstanz (Schlempe), die als Nichtkohlen 
hydratanteil mengenmabig nicht von den Stoffumwandlungen erfati 


worden ist. Das so auf biologischem Wege erzeugte Produkt, das also 


gewissermaBen aus Schlempe in tiblichem Sinne und aus der zuy 
wachsenen eiweibreichen Hefe besteht, erhielt, wie erwahnt, von uns de: 
Namen Eiweifischlempe. 

Seit der Brennereikampagne 1937/38 wird es in einer fabrik 
maBigen Anlage am Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikatior 
wahrend der Kampagne hergestellt. Es wurde schon in verschiedene: 
gréBeren Fiitterungsversuchen in frischer wie getrockneter Form 
erprobt. 

In frischem Zustand stellt die Eiweifschlempe eine breiige, angenelin 
riechende und nicht unangenehm schmeckende, hellgelb-graue Mas» 


von etwa 6 bis 8 %, Trockensubstanz dar. Der im Verlauf des Vorgangs 


in erheblichen Mengen zugesetzte Ammoniak-Stickstoff ist infolge de 
Hefewachstums restlos in hochwertiges EiweiB umgewandelt worden. Di 


Trockensubstanz enthalt 37 bis 43°, Rohprotein. Dieses besteht zu etwa 
1/, aus Schlemperohprotein im alten Sinne und zu etwa 2/, aus Heferohi- 


protein (Torula utilis). Die Trockensubstanz der EiweiBschlempe bestelit 
zu etwa gleichen Teilen aus Schlempetrockensubstanz und Torula 
trockensubstanz. Diese Relationen sind wichtig fiir die Diskussiv: 
der spater zu beschreibenden Ergebnisse sowohl der Fiitterungs- bz» 





1 J. Schmidt u. J. Kliesch im Druck; K. Richter, unver6éffentlicht 
H. Kirsch, unveréffentlicht; Mangold, im Druck. 
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Verdauungsversuche als auch der Untersuchung tiber den Vitamingehalt. 
Diese Mengenverhaltnisse verschieben sich aber natiirlich je nach der 
Qualitat bzw. Zusammensetzung der Kartoffeln; sie werden andere 
sein bei Kartoffeln mit 14°, Starke als bei Kartoffeln mit 20°, Starke 
als Ausgangsprodukt. 

Es ist von dem einen von uns unter Mitwirkung eines Stabes von Mit- 
arbeitern in den letzten Jahren fiir das Eiweibschlempeverfahren ein 
eigenes System von Analysenmethoden geschaffen worden, das es erlaubt, 
die biochemischen Stoffumwandlungen und die biologisch-synthetischen 
Vorgange zu verfolgen und die Zellsubstanzsynthese der Torulahefe aus 
Kohlenhydrat und Nahrsalz durch Bilanz auch indirekt zu erfassen. Die 
viel einfachere Verfolgung des Hefewachstums, wie sie bei klaren Nahr- 
substraten, wie Holzzuckerwiirze oder Sulfitzellstoffa blauge, durchgefiihrt 
werden kann und von uns erstmalig bilanzmaBig durchgefiihrt worden 
ist, ist hier unméglich, da es sich bei der Kartoffelmaische um eine 


suppig-breiige Suspension bzw. Emulsion, also um ein heterogenes 


Ziichtungsmilieu fiir die Hefe handelt. 

Diese bilanzierten Versuche, von denen etwa 70 im technischen 
Mafstabe mit einer Menge von je 2000 kg Kartoffeln durchgefiihrt 
worden sind, bedeuteten fiir unser Laboratorium einen wirklich un- 
gewohnlichen Aufwand an Analysen und Auswertungen derselben zu 
eingehenden Bilanzen. Die Ergebnisse dieser bilanzierten GroBversuche, 
die ohne nennenswerten Fehlschlag in unserer Versuchsfabrik abge- 
wickelt werden konnten, zeigten uns, daB die Okonomie der Stoff- 
umwandlungen beim Eiweifschlempeverfahren eine durchaus _ be- 
friedigende ist. Sie zeigten aber auch, daB trotz gewisser Schwankungen, 
die zum Teil durch bewuBte Variation der Versuchsanstellung hervor- 
gerufen waren, die obengenannten Mengenverhaltnisse ihre Berechtigung 
haben. 

Nun noch ein Wort iiber den EiweiBgewinn bei diesem Verfahren. 
Wahrend beim iiblichen Brennereiverfahren, wie oben erlautert worden 
ist, kein zusatzliches EiweiB gewonnen wird, sondern lediglich das ver- 
diinnte KartoffeleiweiB konzentriert und vielleicht etwas physiologisch- 
enzymatisch verandert wird, tritt beim EiweiBschlempeverfahren ein 
recht erheblicher EiweiBgewinn ein. Aus 100kg Kartoffeltrocken- 
substanz erhalt man nach den Ergebnissen der technischen Betriebs- 
versuche durchschnittlich 60 bis 65 kg EiweiBschlempetrockensubstanz 
von durchschnittlich 37 bis 43°, Rohprotein. Die EiweiBausbeute aus 
100 kg Kartoffeltrockensubstanz betragt somit rund 25 kg und dariiber. 
Der Stoffverlust ist bedingt durch den Anfall an Garungskohlensaure, der 
nach den Grundgleichungen sowohl der alkoholischen Garung wie der Ver- 
hefung bisher unvermeidlich erscheint. Gemessen am alten Brennerei- 
verfahren liefert das EiweiBschlempeverfahren, das ohne allzu groBe 
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Erginzungen der Einrichtung in landwirtschaftlichen Kartoff, 
brennereien auch neben der vollen Alkoholerzeugung betrieben werde, 
kann, etwas mehr als das Doppelte an Futtermitteltrockensubstayyz 
von rund 50 % héherem EiweiBgehalt. Es resultiert also rund dreima! x. 
viel Eiweif als bisher in den Kartoffelbrennereien. 

Weitere Aufgabe war es nun, die Verdaulichkeitskoeffiziente)' 
und den Gehalt an Vitaminen der B-Gruppe des neuen Futtermitte|s 
zu bestimmen. 


Zusammensetzung der Biweipschlempeprobe : 


Trockensubstanz ........ 95,2 % 

RROD i Ng Cations BS 1 ex 7,41°, in der Trockensubstanz 
Gesamtstickstoff ........ TASS wl es ss 
Anorganischer Stickstoff . 0,138°, ..., Fe 
Organischer Stickstoff ... 6,98°, .. .. a 

RON DTCC. 648 65s se ees Fh ee 

Organisches Rohprotein .. 43,6 °, ,,,, 


Die Untersuchung erstreckte sich auf den quantitativen Ge 
halt der EiweiBschlempe an Vitamin B, (Aneurin) und Vitamin B, 
Komplex, worunter alle im Rattenwachstumsversuch nachweisbare: 
Vitamine der B-Gruppe verstanden werden, welche nicht Vitamin B, 
sind, 

1. Bestimmung des Vitamin B,-Gehalts. 


Die Bestimmung erfolgte mit der biologischen Methodik, die von 
Scheunert und Schieblich friiher beschrieben worden ist 2. 


Dazu werden junge, wachsende Ratten im Gewicht von 50 bis 60 ¢ in 
Einzelkafigen mit einer Vitamin B,-freien Kost gefiittert. Die Kost besteht 
aus: 16,89, Casein, 7% Palmin + Vitamin D-Zusatz, 8°, Lebertran, 
5°, Salzgemisch nach Me Collum Nr. 185, 8°, autoklavierter Trockenhete 
zur Vitamin B,-Zufuhr und 55,2 °, Maisstirke. Die Bestandteile der Nahrung 
sind, soweit dies nétig ist, durch bewahrte Extraktionsverfahren Vitamin B 
frei gemacht worden. In den Kafigen befinden sich die Ratten auf weit 
maschigen hohen Drahtnetzen, welche das Durchfallen der abgesetzte1 
Exkremente erméglichen und dadurch ein Auffressen des Kotes verhindern 
Als Getrank dient Leitungswasser. Die Ratten wachsen bei dieser Kost 
noch kurze Zeit, zeigen dann Gewichtsstillstand und Gewichtsabnahny 
und entwickeln die klinisch feststellbaren Erscheinungen des Vitamin } 
Mangels. Diese bestehen in Hinfalligkeit, anamischem Aussehen und 
gelegentlich auch in polyneuritischen Krimpfen. Wenn die Mange! 
erscheinungen ausreichend ausgepragt sind, wird mit der Zulage des zu 
untersuchenden Praiparats begonnen. Es werden dazu Gruppen von }: 
zehn Ratten gebildet, von denen jede sich nach wie vor in einem Einze! 
kafig befindet. Den Tieren jeder Gruppe wird eine bestimmte Tagesdosis de- 
zu untersuchenden Materials quantitativ zugewogen und taglich ode1 
Abstanden von 2 bis 3 Tagen verabreicht. Die Dauer des Versuchs wali 


1 Mangold, im Druck. 2 Scheunert u. Schieblich, diese Zeitsclu 
290, 404, 1937. 
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35 Tage und es wird dabei die geringste Tagesdosis ermittelt, die gerade 
geniigt, um mindestens acht von zehn Ratten unter bestimmten Bedingungen 
iiber diese Versuchsperiode hinwegzubringen. Diese Bedingungen sind 


folgende: 

Die Ratten miissen die 35tagige Periode tiberleben, sie diirfen in dieser 
Zeit keine Krampfe zeigen und wenn solehe vorher bestanden haben, so 
miissen sie ausgeheilt werden. Ferner diirfen sie gegeniiber dem Kérper- 
gewicht zu Beginn der Zulage am Ende des 





Versuchs nicht mehr als 2 g abgenommen _| | Eiweibschlempe 
97259 s62049 


haben. 919 + J615AQ 


Die Ratten werden zweimal wochent- os 


; nae? a 
lich gewogen und der Versuchsverlauf in ARS 
Form von Wachstumskurven, die die Ver- 
suchsprotokolle darstellen, aufgezeichnet. far; H6NIO 


Von der zu untersuchenden Hiweif- NAN 


schlempe wurden die Zulagen von 0,1 
und 0,125 g als tagliche Dosen gepriift. 
Aus den Wachstumskurven, die in Abb. 1 










wiedergegeben sind, ist der Versuchs- 
verlauf zuentnehmen. Man sieht, daB0,1g 
tagliche Zulage nicht geniigt haben, um 














den Ratten die Erfiillung der Versuchs- 

bedingungen zu erméglichen. Eine Ratte, 1S AS Oe ae 

Nr. 36197, war im Laufe des Versuchs i ee 
gestorben und drei weitere, Nr. 36182, i011 
36187, 36191, hatten wahrend der Ver- tor. we 
suchsperiode mehr als 2g abgenommen. 

Diese vier Tiere waren also ungeniigend, eae tg 
womit die ganze Gruppe die Versuchs- scans [a 
bedingungen, welche bei mindestens 80 ©, ‘i 7 et ages 
einen geniigenden Versuchsverlauf  ver- +—Tage 4 
langen, nicht erfiillt hatte. Die héhere tna eof 








Dosis von 0,125¢ hingegen hatte den Ver- rey 
suchsbedingungen voll geniigt. ygitiee 

Um einen Mafstab fiir die Héhe des Vitamin B,-Gehalts der unter- 
suchten EiweiBschlempe zu erhalten, soll dieser in internationalen 
Einheiten ausgedriickt werden. Es ist dazu notwendig, das internationale 
Standardpraparat in gleicher Weise im Rattenversuch zu priifen und 
ebenfalls wieder die geringste Dosis festzustellen, welche unseren 
Versuchsbedingungen geniigt. Diese liegt nach mehrfachen Priifungen 
zur Zeit bei 0,6 internationalen Einheiten (I. E.). Es entsprechen somit 
0,125 g EiweiBschlempe 0,6 L. E. Vitamin B,, oder 100 g EiweiBschlem pe 
enthalten 480 I. E. 

Der Gehalt an Vitamin B, in der EiweiBschlempe liegt nur wenig 
unter dem Gehalt, welchen man in reinen, auf Holzzucker- oder anderen 
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Nahrbéden geziichteten Trockenhefe (Torula utilis) findet, wie unsere 
friiheren Arbeiten zeigen!. Nach diesen friiheren Befunden schwankt 
der Vitamin B,-Gehalt solcher Trockenhefen zwischen 500 und 800 L. E 
je 100g. Fir ein Eiweiffuttermittel, wie es die Eiwei®schlempe ist. 
ist zweifellos der Vitamin B,-Gehalt sehr betrachtlich, da z. B. de1 
Vitamin B,-Gehalt in 100g der iiblichen Cerealien? zwischen 100 wnd 


200 I. E. liegt. Die EiweiBschlempe entspricht beziiglich ihres Vitamin B,.- 


Gehalts ungefaihr dem als besonders hoch von uns ermittelten Gehalt 
der SiiBlupine an diesem Vitamin’. Hieriiber gibt die folgende Zu. 
sammenstellung AufschluB: 





In 100g sind enthalten : B, I.E. By biol. Einh. 


Wiesenheu etwa 60 * etwa 150* 

Luzerneheu a ake 150 200 * » i160* 

Futtergerste .. 175 60 

Hafer 100 60 
60 

Weizenkleie .. 300 

ErdnuBkuchen 100 — 300 

Sojabohnen 120 

Kartoffelflocken 80—100 

SuBlupine 560 100 

EiweiBschlempe 1000 


* Sehr wechselnd. 


2. Bestimmung des Vitamin B, (Komplex)-Gehalts. 


Die Untersuchung erfolgt ebenfalls an Gruppen von je zehn jungen 
wachsen Ratten nach der Methode von Sherman und Bourquin. 


Hierzu werden die jungen Ratten im Gewicht von etwa 50 g in Einze!- 
kafigen auf hohen Drahtnetzen bei einer Vitamin B,-freien Kost gehalten. 
Statt der autoklavierten Trockenhefe erhalten sie in der im iibrigen ebenso 
wie beim Vitamin B,-Versuch zusammengesetzten Kost den Vitamin Bk, 
Extrakt nach Sherman-Bourquin. Wenn die Ratten an Vitamin B, (Kom 
plex) verarmt sind, zeigen sie Gewichtsriickgange und Mangelerscheinungen 
Damit beginnt unter Zulage der zu priifenden Dosen des betreffenden 
Praiparats der 35 Tage waihrende Hauptversuch. Hierbei wird nun di 
jenige Dosis ermittelt, welche innerhalb 35 Tagen je Tag verabreicht die 
Tiere zu einem Wachstum veranlaBt, welches eine durchschnittliche Zu- 
nahme von 3 bis 4g pro Woche hervorruft. 


Die Wirkung wird in biologischen Einheiten ausgedriickt, und zwa1 
enthalt die Dosis, welche das geforderte Wachstum verursacht, 1 bio 
logische Einheit Vitamin B, (Komplex). 


' Scheunert u. Wagner, diese Zeitschr. 803, 329, 1939; Scheunert, Wagne) 
Fink u. Krebs, ebenda 302, 1, 1939; Scheunert u. Schieblich, Tierernahrung », 
113, 1936; 9, 173, 1937. 2 Scheunert u. Schieblich, diese Zeitschr. 2). 
398, 1937. 3 Scheunert u. Schieblich, Tierernahrung 9, 242, 1937. 
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Im vorliegenden Falle wurden als tagliche Zulagen 75 und 100 mg 
EiweiBschlempe gepriift. Die durchschnittliche Zunahme der Ratten 
betrug bei der Tagesdosis von 75 mg je Woche 1,76 g, bei der Tagesdosis 
von 100mg je Woche 3.98 ¢. Somit enthalten 100 mg 1 biologische 
Einheit und 100 g EiweiBschlempe 1000 biologische Einheiten. Auch dieser 
Gehalt ist hoch und liegt nicht allzu tief unter dem Gehalt, der in 
auf verschiedenen Nahrbéden geziichteten Trockenhefen (Torula utilis) 
durch uns (l.c.) ermittelt wurde. Dieser lag zwischen 1333 und 2000 bio- 
logischen Einheiten in 100g. Wenn man bedenkt, daB z. B. Weizen- 
und Roggenkorn (l.¢.) in 100g nur 50 bis 60 biologische Einheiten 
Vitamin B, (Komplex) und SiiBlupinen auch nur etwa 100 solche Ein- 
heiten enthalten, mufS§ der Gehalt der EiweiBschlempe als sehr hoch 
bezeichnet werden. 

Wir halten es fiir sehr wahrscheinlich, da bei sachgemaferer 
Trocknung der Gehalt der EiweiBschlempe an B, und B, noch etwas 
hoher liegen diirfte. 

Zusammenfassung. 

Es werden die biochemischen Stoffumwandlungen beim Eiweib- 
schlempeverfahren geschildert und die Zusammensetzung der Eiweib- 
schlempe, speziell das Verhaltnis Hefetrockensubstanz zu Kartoffel- 
restsubstanz, sowie das Verhaltnis Hefeeiwei} zu KartoffeleiweiB be- 
sprochen. 

Im Rattenversuch auf Vitamin B, und B,-Komplex gepriift, besa} 
die EiweiBschlempe einen wesentlich héheren Gehalt an diesen Vitaminen 
als die gebrauchlichen Futtermittel. In 100 g wurden 480 internationale 
Kinheiten Vitamin B,;- und 1000 biologische Einheiten Vitamin Bo- 


Komplex gefunden. Diese Gehalte liegen etwas unter denen der auf 
Holzzuckernahrbéden geziichteten Trockenhefen (Torula utilis), ent- 
sprechen aber durchaus dem, was auf Grund der Herstellung und der 


Zusammensetzung der Eiweifschlempe zu erwarten war. 


Die Arheiten sind mit Mitteln des Reichsministeriums fiir Ernéhrung 
und Landwirtschaft durchgefiihrt worden. 











Zur Theorie der Thrombokinasewirkung. 
Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Eingegangen am 12, Februar 1940.) 


Nach der klassischen Theorie der Blutgerinnung bedarf es bekannt 
lich zur Umwandlung des Prothrombins in Thrombin der vereinte: 
Wirkung der Calciumionen und der gerinnungsaktiven Zellsubstanze: 
[vgl. Wéhlisch (1)], die sich durch wasserige Extraktion [Thrombokinax 
nach Morawitz (2)} oder auch durch Extraktion mit lipoidlésendey 
Mitteln [Thromboplastin = Kephalin nach Howell (3), Cytozym nach 
Bordet (4)| aus nahezu allen Zellen gewinnen lassen. Es ist unbestritten 
da die wasserige Thrombokinase gegentiber den lipoidartigen Organ 
extrakten das gerinnungsphysiologisch weit wirksamere und _ nativer 
Praparat vorstellt. Abgesehen von den Aktivitatsunterschieden scheint 
die Wirkung beider Produkte gleichartig zu sein. Hinsichtlich des Mecha- 
nismus dieser Wirkung bestehen weitgehende Unterschiede zwischen 
den Auffassungen der verschiedenen Forscher, die sich mit dieser Fray: 
befaBt haben. 

Der Bezeichnung Thrombokinase liegt wohl die Vorstellung einer 
katalysator- oder fermentartigen Wirkung dieser Substanz zugrund 
Demgegeniiber nahm Bordet (4) an, daB sich Prothrombin und 
rinnungsaktive Zellsubstanz (Cytozym) unter Entstehung aktive: 
Thrombins miteinander verbinden. Noch anders ist die Howell scl 
Theorie (3) von der Entstehung des Thrombins. Die gerinnungsaktiv: 
Zellsubstanz, das Kephalin, soll zunachst einen mit dem Prothrombin 
im strémenden Blute verbundenen Hemmungsk6rper, das Antipr: 
thrombin = Heparin, durch Eingehen einer Verbindung neutralisieren 
Sodann soll die Aktivierung des nunmehr in Freiheit gesetzten Pro. 
thrombins allein durch die Ca-Ionen erfolgen. Diese Theorie ist bereits 
mehrfach im ablehnenden Sinne kritisiert worden [vgl. Wdhlisch (| 
insbesondere 8. 469]. 

Eine der von Howell ganz ahnliche Auffassung vom Wesen ce! 
Thrombokinasewirkung wird neuerdings von Dyckerhoff und Mit 
arbeitern vertreten. Dyckerhoff und Kiirten (5) glauben zeigen 71 
kénnen, daB die Thrombokinase das Thrombin — ebenso wie die Entero 
kinase das Trypsin [Dyckerhoff, Miehler und Tadsan (6)| dure! 
Ausschaltung von Hemmungskérpern aktiviere. Dyckerhoff legt sic! 
allerdings nicht darauf fest, diese Hemmungskérper mit dem Hepari 
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oder etwas Ahnlichem zu identifizieren. Er halt ,die Existenz eines 
Prothrombins im Sinne der klassischen Blutgerinnungslehre ... fiir 
sehr wenig wahrscheinlich** [Dyckerhoff, Miehler und Steiner (7)]. Viel- 
mehr soll in der Blutbahn fertig gebildetes Thrombin vorkommen, 
dessen Wirksamkeit durch hemmende Begleitstoffe verhindert werde. 
Die unterschiedlichsten Substanzen seien befahigt, das Hemmungs- 
system ganz oder teilweise auszuschalten und so als Thrombokinasen 
zu wirken. Diese Auffassung soll eine verstandliche Erklarung fiir viele 
in der Literatur mitgeteilte Beobachtungen abgeben, die nach der 
klassischen Blutgerinnungslehre véllig unverstandlich blieben. Dycker- 
hoff und Kiirten glauben ihre Hypothese durch den Befund stiitzen zu 
konnen, dafS8 Thrombokinase angeblich nur im Vogelplasma wirke, das 
ja sehr reich an Hemmungsk6rpern sein soll. AuBerdem scheine Thrombo- 
kinase aktivierend auch auf Serum zu wirken. Hierzu ist zu sagen, das 
diese Befunde der Autoren den Ergebnissen wohl aller Forscher wider- 
sprechen, die mit wirklich aktiven Thrombokinasepraparaten gear- 
beitet haben. Mit derartigen Praparaten laBt sich in jedem Blute oder 
recalcifiziertem Plasma eine geradezu enorme Beschleunigung der 
Gerinnung hervorrufen. Die Befunde von Dyckerhoff und Kiirten sind 
also wohl nur dadurch zu erkliren, da®B ihre ..Thrombokinase’, die 
anscheinend in der Hauptsache ein nach A. Fischer (8) dargestelltes 
Lipoid war (also gar keine ,,Thrombokinase im Sinne des allgemein 
eingebiirgerten gerinnungsphysiologischen Sprachgebrauchs), nahezu 
inaktiv gewesen ist. 

Dyckerhoff, Miehler und Steiner fiihren gegen die klassische Auf- 
fassung der Thrombokinase als einer Art Katalysator an: ,,Wenn 
Thrombokinase auf katalytischem Wege Prothrombin in Thrombin um- 
wandelt, so mu, eine geniigend lange Einwirkungsdauer vorausgesetzt, 
die gebildete Thrombinmenge weitgehend von der Menge der zugesetzten 
Thrombokinase unabhangig sein.“ Dyckerhoff und Mitarbeiter finden 
aber bei Verwendung eines Serums als prothrombinhaltiger Fliissigkeit 
eine ungefahre Proportionalitaét der Thrombinmenge und der zugesetzten 
Thrombokinasemenge, was gegen eine katalytische Funktion det 
Thrombokinase bei der Thrombinbildung spreche. 

Hierzu ist zu bemerken, daB bei katalvtischer Funktion der Thrombo- 
kinase nur dann eine Unabhangigkeit der gebildeten Thrombinmenge 
von der Thrombokinasemenge zu erwarten ware, wenn geniigend 
lange Einwirkungsdauer wiederum vorausgesetzt in einem System 
gearbeitet wiirde, in dem das einmal gebildete Thrombin auch erhalten 


bleibt, nicht aber in einem System wie das von Dyckerho/f verwendete 


Serum, in dem stets sofort ein bestimmter Anteil des Thrombins durch 
Umwandlung in das unwirksame Metathrombin dem Nachweis entzogen 
wird. Serum ist also ein zur Priifung dieser Frage besonders ungeeignetes 
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System. Tatsichlich hat denn auch Eagle (9), schon drei Jahre vor de 
Untersuchung von Dyckerhof/, Miehler und Steiner, an einem Sysiey) 
aus gereinigtem Prothrombin, Calcium und einer Emulsion aus Kep))\ii 
oder Blutplattchen, in dem wegen des Fehlens antithrombinart ice, 
Stoffe kein Ubergang des einmal gebildeten Thrombins in Metathrombi) 
stattfinden kann, zur Widerlegung der Theorie Howells sehr iiberzeuven, 
nachgewiesen, dap die Menge des insgesamt gebildeten Thrombins wna) 
hangig von der Menge des Calciums oder der Plattchen- bzw. Kephalin 
emulsion ist und nur von der Menge des vorhandenen Prothrombins 
abhangt. Von der Menge des Calciums bzw. der gerinnungsaktivey 
Zellsubstanz hangt lediglich die Geschwindigkeit ab, mit der das Thrombin 
aus seiner Vorstufe, dem Prothrombin, gebildet wird, ganz wie dies 
bei einer echten katalytischen Wirkung der Zellsubstanz zu erwarten 
ware. 

Da®B in antithrombinhaltigen Systemen, also z. B. im Serum, das 
von Dyckerhof/ (7) erhaltene Ergebnis einer Abhangigkeit der gebildeten 
Thrombinmenge von der Thrombokinasemenge gerade bei Annahme 
einer katalytischen Funktion der Thrombokinase und Giiltigkeit ces 
Massenwirkungsgesetzes zu erwarten ist, laBt sich folgendermaBen zeigen 
Wir bezeichnen das Prothrombin mit P 7h, das Thrombin mit 7h, die 
Thrombokinase mit 7K, das Metathrombin mit M Th und die Zeit 
mit ¢. In einem Serum spielt sich unter dem aktivierenden Einfluf ces 
Calciums und der Thrombokinase nachstehende Reaktionsfolge ab: 


PTh + Th — MTh. 


Die Konzentration [7h] des zu einer bestimmten Zeit im Serum nach 
weisbaren Thrombins (‘Thrombinspiegel des Serums) wird von dem Ver 
haltnis der Geschwindigkeiten der beiden Einzelreaktionen P 7h -~ 7) 
und Th — MTh abhangen. Der Thrombinspiegel muB um so hoher 
liegen, je groBer die Geschwindigkeit c, der ersten Reaktion (Pro 
thrombinumwandlungsgeschwindigkeit oder Thrombinbildungsgesch win 
digkeit) gegeniiber der Geschwindigkeit c. (Thrombinumwandlungs 
geschwindigkeit oder Metathrombinbildungsgeschwindigkeit) ist. 

Die Prothrombinumwandlungsgeschwindigkeit ¢,; sei der Kon 
zentration des Prothrombins [P 7h] direkt proportional, es gelte also 


d[P Th) 


= K,[P Th. 


Cy 


Der die Geschwindigkeit kennzeichnende Proportionalitatsfaktor A), 
sei seinerseits der Konzentration der katalytisch wirksamen Thrombo 


kinase proportional, es gelte also 


K, = k [ThK], 
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so daB wir erhalten 
d[P Th) 
dt 


Cy k, (ThK\-[P Th). 

Die Geschwindigkeit c, der Thrombinumwandlung bzw. Meta- 
thrombinbildung sei der jeweiligen Thrombinkonzentration proportional, 
es gelte also 

d {Th} ‘ 
K,[Th). 
dt ik 
Der Proportionalitatsfaktor K. dieser Reaktion sei von der Thrombo- 
kinasekonzentration unabhangig. 

Der Thrombinspiegel im Serum stellt sich auf einen konstanten 
Wert ein, solange die pro Zeiteinheit entstehende Thrombinmenge gleich 
der pro Zeiteinheit verschwindenden Thrombinmenge ist, d. h. solange 
¢; = gist. Fir diesen Fall kénnen wir die Abhangigkeit des Thrombin- 
spiegels von der Thrombokinasekonzentration berechnen, wenn wir 
fiir c, und ¢, die obigen Werte einsetzen. Wir erhalten dann 


k, [THK] .[PTh| Ky | Th| 
oder 


ke 
(Th) = 5 -(Th K)-(PThI. 
K, 
Wir finden also direkte Proportionalitat des Thrombinspiegels im Serum 
mit der Thrombokinasekonzentration, wie dies naherungsweise auch 
Dyckerhoff experimentell gefunden hatte. Auferdem haben wir Pro- 
portionalitat des Thrombinspiegels mit der Prothrombinkonzentration. 
Das Ergebnis von Dyckerhoff steht also, wenn man bei der Deutung seiner 
Befunde die im Serum stets ablaufende Metathrombinbildung beriicksichtigt, 
nicht im Gegensatz zu der klassischen Katalysatortheorie der Thrombo- 
kinase, es stellt vielmehr eine notwendige Folgerung aus dieser Auffassung 
vor. Allgemein laBt sich weiterhin sagen, daB wegen der Komplikation 
durch die Metathrombinbildung das Serum ein denkbar ungeeignetes 
System zur Priifung von Fragen iiber die Kinetik der Thrombinentstehung 
vorstellt. Man mu hier unbedingt, wie dies z. B. Eagle getan hat, an 
Systemen aus gereinigten Gerinnungsfaktoren arbeiten, in denen auber 
der Thrombinbildung keine andere Reaktion ablauft. 


Dyckerhoff, Miehler und Steiner glaubten, ein Serum sei vor allem 
deshalb zur Klirung der Wirkungsweise der Thrombokinase geeignet, 


weil im Serum wegen der gleichzeitigen Anwesenheit von Prothrombin 


und Calcium eine Anwesenheit von Thrombokinase ausgeschlossen sei. 
Sie haben nun in einer weiteren Versuchsreihe Sera mit Aceton gefallt, 
den Niederschlag getrocknet und gefunden, daB die im Trockenpraparat 
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enthaltene Thrombinmenge die des frischen Serums um ein Vielfache 
iibersteigt. Sie schlieBen daraus, daB durch die Acetonfallung der jy) 
Serum unwirksame, durch Thrombokinase aktivierbare Throm)|)j; 
bruchteil (das Prothrombin der klassischen Auffassung) von seine) 
Hemmungskorpern befreit worden sei. Einen Nachweis, daB wirk|\ic/ 
durch das Aceton im Serum das gleiche bewirkt werde, wie durch di 
Thrombokinase, haben die Autoren nicht versucht. Sie setzen dies 
voraus und schlieBen nun wenn ich ihren Gedankengang richtiy 
verstanden habe —, da auch die Thrombokinase das Thrombin durch 
Entfernung von Hemmungskérpern in Freiheit setze. 


Hier vermiBt man zunachst den Nachweis, daB das Aceton dure}, 
Entfernung von Hemmungskoérpern und nicht auf irgendeinem anderen 
Wege die Aktivierung des Serums bewirkt. Vor allem aber ist die 
Voraussetzung sicher unzutreffend, daB durch das Aceton die gleiche 
unwirksame Thrombinvorstufe in Freiheit gesetzt bzw. aktiviert werde 
wie durch die Thrombokinase, namlich das Prothrombin der klassischen 
Auffassung. Aceton ist bekanntlich nach Howell gerade das Mitte! 
mittels dessen das Prothrombin aus seinen Lésungen ausgefallt werden 
kann, ohne aktiviert zu werden. Hierauf beruht ja die bewahrte Hovw-/! 
sche Methode der Darstellung eines gereinigten Prothrombintrocken 
praparats [Naheres bei Wdhlisch (1)]. Es ist also so gut wie sicher, dali 
durch die Acetonfallung des Serums nicht das durch Thrémbokinase 
noch aktivierbare Prothrombin aktiviert bzw. im Sinne von Dyckerho/ 
enthemmt wurde. Viel wahrscheinlicher ist die Deutung, daB es sich) 
in diesem Falle um eine Reaktivierung des im Serum vorhandenen 
Metathrombins gehandelt hat. Dieses kann ja in ganz unspezifischer 
Weise nach Alexander Schmidt z. B. durch Alkalien und Sauren 
reaktiviert werden. Nach Stuwbers (10), meines Wissens allerdings einst- 
weilen unbestatigten, Angaben ist auch durch Alkohol, Chloroform. 
Kaolin, Talkum, Kieselgur, Tierkohle sowie durch Dialyse eine ki 
aktivierung des Metathrombins méglich. 


Ich komme somit in Ubereinstimmung mit Eagle zu dem Ergebnis 
daB im Gegensatz zu den Annahmen von Bordet einerseits, Howell wd 
Dyckerhoff andererseits, die Auffassung einer katalysatorartigen Wirkung 
der Thrombokinase bzw. allgemeiner: der gerinnungsaktiven Zel! 
substanzen iiberhaupt — als die gegenwartig am besten begriindete 
anzusehen ist. 


Zusammenfassung. 


Der von Dyckerhoff und Mitarbeitern erhobene Befund, dal cic 
im Serum bei Zusatz von Thrombokinase nachweisbare Thrombinmenge 


tat 


ungefahr der angewendeten Thrombokinasemenge proportional 
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stellt keinen Beweis gegen die Lehre von der Katalysatornatur der 
[hrombokinase vor, er ist vielmehr aus reaktionskinetischen Griinden 
eine Folgerung aus dieser Lehre, wenn man beriicksichtigt, daB im 


Serum das einmal gebildete Thrombin nicht erhalten bleibt, sondern 
in inaktives Metathrombin umgewandelt wird. 
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Die Léslichkeit der Thymonucleinsiure 
in reinem Wasser. 
Von 
N. Koyenuma, Tokio. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin 


(Eingegangen am 19, Februar 1940.) 


Das Vorhandensein von Thymonucleinséure in der Tier- yy 
Pflanzenwelt ist schon lange.bekannt. Sie laBt sich in der Natur ny 
im Zellkern nachweisen. Von den verschiedenen Eiwei®arten kann si 
auf Grund ihrer Schwerléslichkeit in Essigsiure getrennt werden (| 

Thymonucleinsaure tritt auf in den Chromosomen bzw. Chromon 
mata und Chromomeren (2) und stellt fiir den Stoffwechsel der Zelle 
und fiir ihre Lebensfahigkeit ein wichtiges Element dar: sie ist mati 
gebend fiir die Lichtabsorption (3): selbst bei spontanen sowie kiinstlic| 
erzeugten Mutationen scheint sie eine Rolle zu spielen (4) und auc! 
die Erythembildung auf Menschenhaut durch Ultraviolettlicht (5 
_Roéntgenstrahlen usw. kann durch sie bedingt sein. Es schien uns 
deshalb wichtig, zu untersuchen, welche minimale Menge von Thynx 


nucleinsdure sich noch genau bestimmen 1aBt. 


Die sogenannte Nuclearreaktion nach Feulgen (3), die als spezifisc! 
fiir Thymonucleinsaure angesehen wird, beruht darauf, daB der Kohler 
hydratanteil der Thymonucleinsaure nach Hydrolyse mit n HC! dir 
Eigenschaften eines echten Aldehyds aufweist und dementsprechen¢ 
mit fuchsin-schwefliger Saure eine hochempfindliche Reaktion gibt 


In der letzten Zeit ist diese Methode von Caspersson (6) und Wii 
strém (7) verbessert worden, so daB es méglich war, eine etwa 0,2 °. iv 
Lésung von Thymonucleinsaure zu bestimmen. 

Bei Versuchen, die Léslichkeit von Thymonucleinsaure in reinen 
Wasser zu ermitteln, habe ich die Feulgensche Methode mit Ergebnisse! 
die aus den Absorptionsmessungen in monochromatischem UV-Licht 
(2540 A) erhalten wurden, verglichen. 

Zunachst wurde eine Standardlésung in der Weise hergestellt, dat 
10 mg Thymonucleinséure in 3 ccm n HCl-Lésung gelést und darau! 
0,4cem Schiffsches Reagens hinzugefiigt wurden. Die Lésung, dere! 
Thymonucleinsdéuregehalt bestimmt werden sollte, wurde dadurch ¢! 
halten, daB 10mg Thymonucleinséure in 10 cem reines Wasser cit: 
gebracht und die Fliissigkeit von dem verbleibenden Bodensatz sory 
faltig getrennt wurde. 
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Léslichkeit der Thymonucleinséure in reinem Wasser. 


0,5ccem dieser gesattigten wasserigen Thymonucleinsaurelésung 
wurden in analoger Weise mit Schiffschem Reagens versetzt. 

Die Farbung, die mit freiem Auge nur schwer erkennbar war, wurde 
mit verschiedenen durch weitere Verdiinnung mit reinem Wasser 
erhaltenen Konzentrationen der Standardlésung kolorimetrisch ver- 
glichen. 

Es ergab sich dabei, daB eine wasserige Thymonucleinsaurelésung 
bei Zimmertemperatur dann gesattigt ist, wenn in 1 ccm reinen Wassers 
0.5mg Thymonucleinsdure enthalten sind. 


Dieses Ergebnis wurde durch Absorptionsmessungen bei 2540 A 


nachgepriift. Hierzu wurde die gesattigte Thymonucleinsaurelésung 
unbekannter Konzentration auf das 10-, 21- und 5lfache durch Zusatz 
reinen Wassers verdiinnt und die UV-Absorption bei 0,76 em Schicht- 
dicke bestimmt. 

Es ergaben sich dabei fiir das Verhaltnis ///) die Werte 0,39, 0,61 
und 0,70. Entnimmt man aus der von Caspersson (3) mitgeteilten 
Kurve den Absorptionskoeffizienten fiir die Wellenlange 2540 A zu 
u log 0.35/25 . 10-4, so berechnen sich nach der bekannten Forme! 
I I, .10-¢4" die unbekannten Konzentrationen fiir die drei Ver- 
diinnungsgrade zu 0.00293, 0,00159 und 0,00107 °,. Man erhalt somit 
fiir die Ausgangslésung den Wert 0,39 mg ccm. 

Die Léslichkeit von Thymonucleinsdéure betrigt also in reinem 
Wasser bei Zimmertemperatur (20° C) 0,44 + 0,06 mg pro ccm. 
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[ber das Vorkommen von Phyto-Thrombin in Papain. 
(Beziehungen des Papains zum Blutgerinnungssystem.) 
Von 
H. Dyekerhoff und D. Gigante. 
(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 1, Marz 1940.) 


Es kann heute als sicher gelten, daB, wie schon Virchor (1) ange. 
nommen hat, die Umwandlung von léslichem Fibrinogen in das un- 
lésliche Fibrin den grundlegenden ProzeB der Blutgerinnung darstellt, 
Weder Fibrinogen noch Fibrin sind chemisch definierte Substanzen 
und so ist es nicht verwunderlich, daB auch iiber die chemische Natur 
der Fibrinogen-Fibrinumwandlung sichere Aussagen  bisher _ niclit 
gemacht werden kénnen. 

Die EiweiBnatur des Fibrinogens legte den Gedanken nahe, dab die 
Fibrinbildung als Proteolyse zu betrachten sei. Dieser Gedanke schien 
eine experimentelle Bestatigung zu erhalten durch die Feststellung, dai} 
eine Reihe von proteolytischen Fermenten die Blutgerinnung be- 
schleunigen. Im Laufe der genaueren Untersuchung der Gerinnungs- 
kraft proteolytischer Fermente zeigte sich jedoch bald, daB zumindest (5 
der Reaktionsmechanismus der Gerinnungsbeschleunigung durch ver 
schiedene proteolytische Fermente vo6llig unterschiedlich gedeutet 
werden mubB. 

1916 beschrieben Douglas und Colebrook (2) die  gerinnungs- 
beschleunigende Wirkung von Trypsin. 1928 bestatigen Waldschmid'- 
Leitz und Mitarbeiter (3) diesen Befund, der jedoch 1932 von Strughold 
urd Wohlisch (4) in einer sorgfaltigen Untersuchung widerlegt wird. 
Mit der gerinnungsférdernden Wirkung des Trypsins beschaftigen sich 
dann Eagle (5), Ferguson (6) und Kunitz und Northrop (7). Die ge- 
nannten Forscher kommen zu der Uberzeugung, da8 Trypsin nicht 
imstande ist, Fibrinogen in Fibrin umzuwandeln, sondern daB es aus 
Prothrombin Thrombin bildet, mithin die Eigenschaften einer Thrombo- 
kinase besitzt. Die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin stellen 
sich die amerikanischen Autoren als proteolytischen Proze vor, ver- 
gleichbar der Umwandlung von Protrypsin in Trypsin. 


Eine dem Trypsin analoge Wirkung in der ersten Phase der Blut 


gerinnung hat Eagle (8) bei einigen Schlangengiften festgestellt. Andere 
Schlangengifte zeigten jedoch direkte thrombische Wirkung, d.h. s\ 
verwandelten Fibrinogen in Fibrin. In weiteren Untersuchungen fand 
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dann Kagle, daB auch dem Papain echte Thrombinwirkung zuzu- 
sprechen ist. 

In Ubereinstimmung mit Eagles Befunden konnten wir feststellen, 
da tatsichlich Papain Fibrincgen in Fibrin wmwande!n kann. 

Besonders durch den letzten Befund scheint die Ansicht, dafB die 
Gerinnung als proteolytischer Vorgang aufzufassen ist, eine starke 
Stiitze zu erhalten. Da bei einer Gerinnung jedoch niemals der fiir die 
Proteolyse charakteristische Zuwachs an Amino- und Carboxylgruppen 
gefunden wurde, hielten wir es dennoch fiir méglich, daB sich im Papain 
sowohl ein thrombisches wie ein proteolytisches Ferment vorfindet. 
Die Trennung der proteolytischen von der thrombischen Ke mponente 
war die Aufgabe, die wir uns in der vorliegenden Arbeit gestellt haben. 
Da das Papain auch ein pflanzliches Labferment enthalt, haben wir 
auch diese Fermentkomponente des Papains in den Kreis unserer Be- 
trachtung gezogen. 


Tabelle I. Verhalten von Papainlésungen beim Erhitzen. 





Temperatur Fermentgehalt in ° des Ausgangspriiparates 
Zeit 
0C Papain Papain HCN) Thrombin Lab 


50 30’ 0 30 5 2 
60 20 0 50 0 3 
3 


3 

70 15 0 40 0 3 
Die vorliegende Tabelle zeigt, daB es leicht gelingt. durch Er- 
warmen einer wasserigen Papainlésung die thrombische Komponente 
vollig zu zerst6ren, unter weitgehender Erhaltung der proteolytischen 
Wirksamkeit. Eine vollige Inaktivierung des Papains ist weitere Folge 
der Warmewirkung. Auch das Lab wird zum gréBten Teil zerstért. 


Tabelle II. Verhalten von Papainpraparaten bei trockenem 
Erhitzen. 





Temperatur Fermentgehalt in % des Ausgangspriparates 
Zeit 
0C Papain Papain HCN Thrombin Lab 


100 180’ 0 0) 100 65 


Ganz anders verhalten sich die Fermente, wenn man trockenes 
Papain héheren Temperaturen aussetzt. In diesem Falle wird die 
proteolytische Wirkung vollstandig zerstért, wahrend die thrombische 
Wirkung vollkommen erhalten bleibt. Durch diese Versuche ist er- 
wiesen, dai dem Papain ein pflanzliches Thrombin beigemengt ist, 
welches die von Eagle (1. c.) beobachtete Fibrinogen-Fibrinumwandlung 
durch Papainpraparate bedingt. 
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Die Tatsache, daS Thrombin Fibrinogen in Fibrin verwande! 
kann, spricht nicht fiir die Auffassung des Gerinnungsprozesses «|. 
Proteolyse, weil den Papainpraparaten des Handels ein pflanzlic|\s 
thrombisches Ferment beigemengt ist, fiir welches wir die Bezeichnuny 
,Phyto-Thrombin* vorschlagen. 


Experimenteller Teil. 
A. Verwendete Prdparate. 
Alle Papainpraparate waren von der Firma Merck (Darmstadt) he: 
gestellt. Es kamen zur Verwendung Priparate der Starken 1: 80, 1: 351 
und 6000 Fuld-Gross-Einheiten pro g. 


Das untersuchte Thrombinpraparat wurde hergestellt nach Vorschritt 
von H,. Dyckerhoff und F. Kiirten (9). 


Bb. Methodik. 
1. Erhitzen. 


Das Erhitzen geschah stets in einem Wasserbad von der entsprechende: 
Temperatur. Die Erhitzungszeit wurde vom Einbringen der Lésung hz 
des Trockenpraparats in das Wasserbad bis zum Abkiihlen der Praparat 
in kaltem Wasser, was stets durchgefiihrt wurde, gerechnet. 


2. Papainbestimmung. 


Benétigte Lésungen: 1. 25 g Gelatine in 66,5 cem m/5 Dinatriumeitrat 
(pH 5,0) lésen, auf 250cem auffiillen. 2. KCN-Lésung mit Essigsaur 
neutralisieren (pq 5,0). n/2 HCN Leem in 10 (n/20 HCN im Versuchs 
ansatz). 3. n/20 alkalische Kalilauge. 


Versuchsansatz: 6cem Lésung 1 + Enzym + H,O in 10cem. Da: 
Enzym wird mit leem der Lésung 2 aktiviert. Titrieren mit n 20 a 
kalischer Kalilauge: 2cem sofort, 2cem nach 2 Stunden bei 87°. E 


starrungsprobe. 
Alle Zahlen der Tabellen bedeuten demnach cem Zuwachs in 1 2 
alkalischer Kalilauge nach 2 Stunden Verdauungszeit. 


3. Thrombinbestimmuneg. 


Benétigte Lésungen: 140 g MgSO,.7H,O werden zu einem Volume! 
von 250 ecem in Wasser gelést. Dann la8t man drei viertel Liter Rinder}lut 
aus der Ader eines Schlachttieres zuflieBen. Durch 30 Minuten lange- 
Zentrifugieren (3000 Touren) werden die Formelemente abgetrennt. [a> 
erhaltene Plasma wird in Eis aufbewahrt. 

Versuchsansatz: Die Thrombinbestimmung geschieht stets bei 37° und 
in einem Gesamtvolumen von 4 ccm, als Gerinnungssubstrat kommen stet> 


2cem 1: 10 verdiinntes MgSO,-Plasma zur Anwendung. 


Alle Zahlenangaben bedeuten die Zeit, die von Zugabe des Ferment- 
bis zum Eintritt der Gerinnung verstreicht. 
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4. Labbestimmung. 


Die Labstarke der Praiparate wurde in tiblicher Weise mit Frischmilch 
ils Substrat gemessen. 





. ° + 
Alle Praparate wurden stets in 1% iger Lésung untersucht. 
CO. Ergebnisse. 
I. Verhalten der Papainlésungen beim Erhitzen. 
Tabelle 1. Erhitzen von Papainlésungen auf 50°, 

Papain- Zeit Papain Papain HCN Thrombin lhrombin Lab 
priparat F 8 mg 8 mg 10 mg 20 mg 10 mg 

1:80 0 0,43 1,08 6'30" 3°20" 4°40" 
1:80 15’ 0,24 0,48 11 40 710 10 20 
1: 80 30 0 0,29 78 49 18 
1:80 60 0 0 ore x 32 

1: 350 30 0 0,34 63 36 10 


Tabelle 1 zeigt, daB schon nach 30 Minuten das Thrombin weit- 
gehend zerstért ist, waihrend das Papain sich zwar inaktiviert hat, 
jedoch noch deutlich vorhanden ist. In langerer Zeit wird auch das 
Papain vollig zerstort. 


Tabelle IT. Erhitzen von Papainlésungen auf 60°, 





Papain- Zeit Papain Papain HCN Thrombin Thrombin Lab 
praparat Smeg Smeg 10 mg 20 mg 10 mg 
1:80 0 0,41 1,06 6'30" 2’50" 410” 
1:80 5’ 0,29 0,88 18 9 30 740 
1:80 10 0,18 0,69 29 16 8 40 
1:80 15 0,07 0,64 69 32 11 
1:80 20 0 0,44 ox a 14 
1:80 25 0 0.23 50 x 29 
1: 80 30 0 0 ox ox 38 
(000 F.G. 25 0 0,18 oc OC 34 


Nach 20 Minuten ist das gesamte Thrombin zerst6rt, wahrend noch 
iber 40°, des Papains in inaktiver Form vorhanden sind. 


Tabelle III. Erhitzen von Papainlésungen auf 70°. 





Papain- Zeit Papain Papain HCN Thrombin Thrombin Lab 
praparat &mg Smeg 10 mg 20 mg 10 mg 
1:80 0 0,42 1.06 6'10" 3'30" 3'50" 
1: 80 5’ 0,21 0,67 42 19 810 
1:80 10 0,14 0,49 52 31 12 
1:80 15 0 0,37 oc oc 1d 
H000F.G.. 15 0 0,23 o oc 23 


Bei 70° verlauft die Fermentzerst6érung entsprechend schneller. 
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Tabelle IV. Erhitzen von Papainlésungen auf 100°. 





Papain- Zeit Papain Papain HON Thrombin Thrombin 
praparat r smg smg 10 mg 20 mg 
. 


: 350 0,68 1,55 5'10' 2’50” 
: 350 ‘ 0.33 0,89 9 30 440 
: 350 ‘ 0 0,31 oc 45 
: 350 é 0 0 rove oo 
: 80 y 0 0,12 o oc 
Auch bei 166° laBt sich die thrombische Komponente vi 


proteolytischen trennen. 


Tabelle V. Erhitzen von Thrombinlésungen auf 70°. 





a Thrombin Thrombin Thrombin 
Zeit 1 mg 2 meg 4 mg 
5'30" 3'50" "sp" 
15’ on x oc 
Ein Thrombinpraparat, dessen Herstellung oben beschrieben wurd: 
haben wir in gleicher Konzentration in Wasser gelést. Das Erhitze: 
dieser Lésung 15 Minuten lang auf 76° zerstért das Ferment vollstardig 
Tierisches Thrombin erweist sich demnach als ebenso temperatur 


empfindlich wie Phyto-Thrombin. 


Il. Verhalten des Papains beim Erhitzen des Trockenpul vers 


Tabelle VI. Verhalten des Papains beim Erhitzen des Trocke: 
I « 
pulvers auf 100°, 





Papain- Papain Papain HCN Thrombin Thrombin 
praiparat Smeg & mg 10 mg 20 mg 


: 80 30’ 0,25 0,58 6'30” 3'50” 
: 80 60 0,21 0,52 6 40 410 
: 80 90 0,16 0,42 650 4 30 
: 80 120 0,08 0,29 6 20 450 
: 80 150 0 0,18 6 20 4 50 
: 80 180 0 0 6 30 510 
: 80 210 0 0 6 50 5 40 
: 350 210 0 0 6 40 4 30 


Tabelle VI zeigt, daB bei trockenem Erhitzen nach 3 Stunden da- 
Papain vollig zerstért ist, wahrend das Phyto-Thrombin vollkcmm«c 
erhalten bleibt. 


Tabelle VII. Verhalten des Thrombins beim Erhitzen des Trocke! 
pulvers auf 100°, 





Ane 1 mg 2meg 4mg 
Zeit Thrombin Thrombin Thrombin 


180 7°20" 4'30"" 2°10” 
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Zum Vergleich haben wir ein Thrombinpraparat, dessen Herstellung 
oben angegeben ist, ebenfalls auf 106° erhitzt. Die Messung ergab, dal 
der Thrombingehalt durch das Erhitzen kaum abgenommen hat. Auch 
in diesem Falle zeigt also tierisches Thrombin das gleiche Verhalten wie 
Phyto-Thrombin. 

Wir haben in allen Versuchen stets mindestens zwei Praparate ver- 
schiedener Herstellungsart untersucht. Wie aus den Tabellen hervor- 
geht, geben alle untersuchten Praparate beziiglich der Fermentzerstérung 
das gleiche Bild. 

Zusammenfassung. 


1. Die Handels 


gerinnung. 


Papainpraparate des beschleunigen die Blut- 
2. Die blutgerinnungsbeschleunigende Wirkung des Papains beruht 
auf einer Beimengung von pflanzlichem Thrombin, welches wir als 
Phyto-Thrombin bezeichnen. 
3. Es gelingt Papain frei von Phyto-Thrombin und Phyto-Thrombin 
frei von Papain zu erhalten. 


Herrn L. Beisiegl danken wir bestens fiir seine wertvolle Mitarbeit. 
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Uber den Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln, 
Ill. Mitteilung: 
Das Verhalten des Ascorbinsiuregehalts beim Einfrieren und Wieder. 
auftauen von Kartoffeln. 
Von 
A. Seheunert und J. Resehke. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipziy 


(Eingegangen am 5. Mdrz 1940.) 


Wenn auch gefrorene und spater wieder aufgetaute Kartoffeln 
schon infolge ihres unangenehm siiBen Geschmacks nicht mehr genui- 


tauglich sind, ist es doch von Interesse festzustellen, wie sich der 
Vitamin C-Gehalt bei diesen Vorgingen verhalt. Es wurden infolge- 
dessen einige Versuche durchgefiihrt, bei welchen die von uns friiher 
ausfiihrlich beschriebene methodische Vorbereitung der Kartoffeln mit 
nachfolgender Titration im sauren Bereich gegen Dichlorphenolindo- 
phenol erfolgte. Nach unseren zahlreichen Erfahrungen! stimmen 
gerade bei Kartoffeln die dabei gewonnenen Ergebnisse meist  be- 


friedigend mit denen des Tierversuchs iiberein, so daB die titrimetrisch 
gefundenen Ascorbinsiurewerte ohne nennenswerten Fehler als ein 
Ma fiir die Vitamin C-Wirkung angesehen werden kénnen. 


Von den rohen und gefrorenen Kartoffeln wurde aus der Mitte eine 
Scheibe herausgeschnitten und diese sofort in ein Gemisch von 20 ccm 
20°, iger Trichloressigséure und 10 cem 20° iger Metaphosphorsaure ein 
geworfen und abgewogen. Dann wurde nach Zugabe von Analysenquarz 
sand fein verrieben und zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit in 
ein 100-cem-Kélbchen gegeben: Der Riickstand im Zentrifugenglas wird 
zweimal mit je 10cem 5° ,iger Trichloressigsiure, die man vorher zim 
Nachspiilen des ZerreibungsgefaBes verwendet hat, aufgeriihrt und erneut 
zentrifugiert. Die Dauer des Zentrifugierens betragt in jedem Falle 5 M 
nuten; die Waschfliissigkeiten werden in dem 100-cem-K6lbchen mit dem 
ersten Zentrifugat vereinigt und dann auf 100 ccm mit zweimal destilliertem 
Wasser aufgefiillt. Von dieser Fliissigkeit werden 25 cem in ein Zentrifugen 
glaschen von 2cm lichter Weite gebracht und hierin die Titration mit n 1000) 
Lésung von 2, 6-Dichlorphenolindophenol vorgenommen. 


Zur Bestimmung der Gesamtascorbinsaure (Ascorbinséure + Dehydi 
ascorbinséure) wurden 40cem des erhaltenen Extrakts mit Hilfe eme! 
Pipette in ein Zentrifugenglaschen iiberfiihrt und mit reinstem Calcium- 
carbonat neutralisiert (py = 6, Lackmuspapier wurde noch rot gefar)t 
Nach 3 Minuten langem Zentrifugieren wurde die iiberstehende Fliissigket! 
in ein 50-cem-K6élbchen verbracht. Der Riickstand wurde mit ungetalu 


1 4. Scheunert, Johs. Reschke u. Eva Kohlemann, diese Zeitschr. 2%, 
261, 1936; 290, 313, 1937. 
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$ bis 5ceem Wasser ausgewaschen und die iiberstehende Waschfliissigkeit 
ebenfalls nach 3 Minuten langem Zentrifugieren mit dem Hauptextrakt im 
50-cem-Kélbchen vereinigt. Es wurde nun so viel einer 20°,igen Mercuri- 
acetatldsung (gewéhnlich 2 cem) hinzugegeben, bis kein Niederschlag mehr 
entstand, und bis zur Marke mit doppelt destilliertem Wasser aufgefiillt. 
Nach raschem Umschiitteln wurde die Fliissigkeit in ein Zentrifugen- 
glasechen verbracht und 3 Minuten lang zentrifugiert. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wurde in einen Erlenmeyer-Kolben geschiittet und in diesen 
sofort ein lebhafter Strom von Schwefelwasserstoff bis zur Sattigung, etwa 
10 Minuten lang, eingeleitet. Nach VerschlieBen und Stehenlassen tiber 
Nacht an einem dunklen Ort filtrierte man durch ein trockenes Falten- 
filter, der Schwefelwasserstoff wurde durch Einleiten von Stickstoff entfernt 
(Kontrolle durch Bleiacetatpapier). Zur darauffolgenden Titration wurden 
25 cem dieses Extrakts benutzt, nachdem diesem noch 2 cem einer 20°, igen 
Trichloressigséurelésung hinzugefiigt wurde. 

Bei geddémpften und gekochten Kartoffeln muBte diese Methodik ver- 
lassen und ein anderes Verfahren angewandt werden. 

Etwa 500 bis 1000 g gedimpfte oder gekochte Kartoffeln wurden nach 
dem Abkiihlen (und dem Schilen, soweit sie in der Schale gekocht waren) 
in einen Porzellanmérser verbracht und pro 10g Kartoffelgewicht mit 
je 3cem 8°oiger methylalkoholischer Essigsiure versetzt. Nach Zer- 
reiben zu einem feinen Brei wurde die Gesamtmasse gewogen und zur 
eigentlichen Bestimmung so viel abgewogen, wie 10g Kartoffelsubstanz 
entsprach. Diese Menge wurde nach Zugabe von Analysenquarzsand und 
17cem methylalkoholischer Essigsiure verrieben und 5 Minuten lang zentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wurde in ein 100-cem-Kélbchen iiberfiihrt und der 
Riickstand zunachst mit 20° ,iger Trichloressigsiure + 5ccem doppelt 
destilliertem Wasser und dann mit zweimal je 10 cem 5°, iger Trichloressig- 
siure erneut zentrifugiert. Die Extrakte wurden alle in dem 100-cem- 
Kélbechen vereinigt, auf 100 cem mit doppelt destilliertem Wasser auf- 
gefiillt und dann, wie die Extrakte aus rohen Kartoffeln, zur Titration 
benutzt. 

Zur Feststellung der Gesamtascorbinséure wurden 40ccm dieses 
Extrakts mit Caleitumearbonat neutralisiert, 3 Minuten lang zentrifugiert 
und die iiberstehende Fliissigkeit in 50-cem-Kélbchen gegossen. Der Riick- 
stand wurde mit etwa 5ccm Wasser ausgewaschen und die iiberstehende 
Fliissigkeit nach erneutem Zentrifugieren mit dem Hauptextrakt vereinigt. 
Nach Auffiillen auf 50 cem wurde die Fliissigkeit in ein Erlenmeyer-Kélbchen 
geschiittet und mit Schwefelwasserstoff gesattigt. Nach Stehenlassen tiber 
Nacht und nach Vertreiben des Schwefelwasserstoffs durch Stickstoff 
wurden 25cem dieses Extrakts gegen Farbstofflésung titriert. 

Wir betrachten im folgenden die Differenz zwischen der nach der 
Hg-Acetat /H,S-Behandlung ermittelten ,,Gesamtascorbinséure und 
der ,,reduzierten Ascorbinséure’ als Dehydroascorbinséure, obwohl 


dies strenggenommen nicht ohne weiteres zulassig ist. Um zunachst 
einen Einblick in die vermutlich vorliegenden Verhaltnisse zu bringen, 
wurden gefrorene Kartoffeln, die aus einem nicht geniigend vor Frost 
geschiitzten Keller stammten, beschafft und, nachdem sie im Labora- 
torium aufgetaut waren, untersucht. Hierbei kamen die aufgetauten 
Kartoffeln sowohl in rohem Zustande als auch nach Daimpfen im Kar- 
toffeldimpfer und ferner zubereitet als Salzkartoffeln zur Untersuchung. 
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Tabelle 








In 100 g wurden gefunden mg Ascorbinsdure 


Datum roh gedimpit geschilt gek 
aca det — 
Material Unter- Titration Titrati . 
suchung direkte nach Beh. direkte _ ak hak direkte Titra 
Titration mit Hg- Titration nach ven. || Titration | ™ F 
Acetat/H>S mit H,S mit H.S 
12. IL. 1940 3,0 8,5 6,1 6,9 
Gefrorene 4,0 8,3 6,1 6,9 
Kartoffeln} 13.11.1940 5,0 12,0 
nach dem 43 10,3 
Auftauen : E 
14. IT. 1940 3,8 9,5 2,9 2,4 
3.8 10,2 - ; } 





Die in Tabelle I zusammengestellten Ergebnisse zeigen, dal} bei 
der direkten Titration der rohen aufgetauten Kartoffeln nur. recht 
geringe Ascorbinséuremengen vorgefunden wurden, die weit unter denen 
lagen, welche bei den iiblichen Lagerungsverhaltnissen Mitte Februar 
in Kartoffeln gefunden werden. Die Betrachtung der Werte, welche 
nach Behandlung mit Hg-Acetat/H.S ermittelt worden waren, zeigt 
aber, daB neben unmittelbar titrierbarer reduzierter Ascorbinsaure auch 
Dehydroascorbinsiure anwesend war. Die fiir Gesamtascorbinsaure 
gefundenen Werte von 8,5 bis 12 mg®, entsprechen etwa dem durch- 
schnittlichen Gehalt, den sachgemaB gelagerte Herbstkartoffeln im 
Februar des nachsten Jahres besitzen. Man kann hiernach vermuten 
daB beim Auftauen eingefrorener Kartoffeln eine Bildung von Dehydro 
ascorbinsaure erfolgt. Hierfiir spricht auch das Untersuchungsergebnis 
an gedampften Kartoffeln. Hierbei ergab die direkte Titration hohe 
Werte von 6,1 mg®,, eine Menge, die aber durch die vorhergehende 
Behandlung mit H,S nicht mehr nennenswert erhéht werden konnte 
Da bekannt ist, daB Dehydroascorbinsiure beim Erhitzen sehr leicht 
irreversibel oxydiert wird, ist dieses Ergebnis verstindlich. Die Unter 
suchung der aufgetauten und dann geschalten sowie in Wasser gekochten 
Kartoffeln zeigt einen weiteren sehr erheblichen Verlust an Ascorbin- 
sdure an. Bei der direkten Titration und der Titration nach Vorbehand- 
lung mit H,S wurden hier Unterschiede nicht gefunden, wohl aber 
ergab die Untersuchung des Koehwassers, da} bei der direkten Titration 
0,3 mg®,, und bei der Titration nach Vorbehandlung sogar 1 mg‘ 
Ascorbinsaéure darin berechnet werden konnte. Es ist also ein Teil der 
Ascorbinséure aus den geschalten Kartoffeln in Lésung gegangen 
Dieser Vorgang ist bekannt, doch mu darauf hingewiesen werden, dali 
nach unseren friiheren Erfahrungen mit solchen Kochwassern niclit 
sicher geschlossen werden kann, das die festgestellten Reduktions 


werte auch tatsachlich als Ascorbinséure anzusehen sind. Dies kénnt: 
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in diesem Falle erst durch den Meerschweinchenversuch erhartet 


werden. 

Die mitgeteilten Ergebnisse zeigen also, daB gefrorene und auf- 
vetaute Kartoffeln sehr erhebliche EinbuBen an reduzierter Ascorbin- 
siure erfahren haben und da insbesondere die Zubereitung durch 
Kochen des geschalten Materials erhebliche Verluste bedingt. 

Diese Ergebnisse konnten nunmehr durch weitere Versuche, bei 
denen auch das Ausgangsmaterial untersucht und das Einfrieren und 
Auftauen tiberwacht wurde, weiter erhartet werden. Zu diesem 
Zweck wurden Kartoffeln aus den Bestanden des Instituts zunachst roh, 
dann aber auch gedampft mit der Titrationsmethode untersucht. Eine 
entsprechende Menge dieser Kartoffeln war eingefroren und etwa 
8 bis 10 Tage in hartgefrorenem Zustande belassen worden. Zum Auf- 
tauen wurden sie in einem geheizten Raum wahrend 5 Tagen auf- 
bewahrt. Danach wurden sie wiederum in rohem, gedampftem und 
auch gekochtem Zustande untersucht. 

Das Ergebnis ist in Tabelle Ll zusammengestellt worden. 


Tabelle II. 





In 100g wurden gefunden mg Ascorbinsiure 


roh gedimpft geschilt gekocht 


Tag der vert 
Material Unter- Titration 
suchung direkte n.Beh.m.  direkte 
Titration Hg-Ace- Titration 


Titration 
nach Beh 


Titration 


nach Beh. ,titekte 


Titration 


tat/H.S mit H.S mit H,S 
Kartoffeln, 13. II. 1940 15,7 17,4 
normal 15,3 Lae 
10,8 12,8 
10,9 12;7 
Kartoffeln, 10. IT. 1940 11,5 
in Schale 11,5 
Kartoffeln, 12. II. 1940 11,6 13,5 
ohne Schale 11,6 13,5 
11,4 13,8 
11,4 13.8 
Kartoffeln, 14.11.1940 jg 9 11.9 
gefroren und 10.9 13.1 
sofort 11,5 | 143 
verarbeitet 10,4 13,0 
15. IT. 1940 9,5 11,8 
10.1 1,2 
10,7 12,6 
11,5 13,6 
Kartoffeln, 19. II. 1940 6,2 10,7 6,3 8,2 2,2 3.9 
gefroren und 6,5 10,3 6,3 8,2 2,2 30 


5 Tage auf- 
getaut 
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Aus der Tabelle Ll geht zunachst hervor, daB die normal gelagert:y). 

roh untersuchten Kartoffeln einen erheblichen Unterschied in ihyrey 
Ascorbinsauregehalt aufwiesen. Dieser Unterschied fallt in die noria\; 
Schwankungsbreite und ist nicht regelmaBig, wie der weitere Verlay{ 
der Untersuchungen zeigt. 

Auch diese Kartoffeln enthielten, wie die Titration nach Vorbehand 
lung mit Hg-Acetat /H.S zeigte, etwas (10 bis 20%) Dehydroascorbin 
saure, doch bestand die tiberwiegende Hauptmenge zweifellos aus recu. 
zierter Ascorbinséure. Beim Dampfen, und zwar sowohl mit Schale wie 
ohne Schale, finden sich Werte, die zwischen denen lagen, welche in den 
Rohproben ermittelt wurden. Bemerkenswert ist, daB beim Dampfen 
ohne Schale die gleichen Werte wie beim Dampfen mit Schale gefunden 
worden sind. Auch hierbei ergab die Vorbehandlung mit H.S etwas 
héhere Zahlen, die auf die Anwesenheit von Dehydroascorbinsiure 
zuriickzufiihren sind. Im iibrigen ergaben bei den ohne Schale ve. 
dampften Kartoffeln die Dampfwasser Reduktionswerte, die bei der 
direkten Titration 2,9 mg®,, bei der nach Hg-Acetat /H,S-Behandlung 
3,1 mg®, betrugen. Ob es sich hierbei wirklich um Ascorbinsaure ge- 
handelt hat, kénnte nur durch den Tierversuch bewiesen werden. 

Im allgemeinen zeigen diese Ergebnisse an rohen und gedampften 
Kartoffeln, daB die Ascorbinséuregehalte trotz der langen Lagerung 
bis Mitte Februar noch recht befriedigend gewesen sind. Der Einfluss 
des Einfrierens wird durch die in der Tabelle mitgeteilten weiteren 
Werte deutlich gekennzeichnet. Die gefundenen Werte entsprachen 
den niedrigen Rohwerten, die am 13. Februar gefunden wurden, und 
stimmten recht gut itiberein. Das gleiche gilt von den nach Vorbehand- 
lung mit Hg-Acetat/H,S gefundenen Zahlen, die wiederum auf die 
Anwesenheit von Dehydroascorbinsaure in der Kartoffel hinweisen 
Diese Werte zeigen, da durch das Einfrieren an sich eine entscheidende 
Verainderung des Gehalts an Ascorbinsaure nicht eingetreten ist und 
daB auch die in der Kartoffel von vornherein enthaltene Dehydro- 
ascorbinséuremenge keine Veranderung erfahren hat; allerdings ist 
dabei vorauszusetzen, daB die eingefrorenen Kartoffeln die niedrigeren 
Rohwerte besessen haben, andernfalls wiirde doch eine Verminderuny 
durch das Einfrieren gefolgert werden miissen. 


Zweifellos hat aber der Vorgang des Auftauens zu entscheidenden 
Veranderungen im Ascorbinsauregehalt gefiihrt. Die mit 6.2 bis 6.5 mg 
ermittelte reduzierte Ascorbinséure ist stark zuriickgegangen, wobe! 
offenbar die Hauptmenge des verschwundenen Anteils in Dehydro- 
ascorbinsdure umgewandelt worden ist. Sicher ist aber auch ein Teil 
noch weiter oxydiert worden, da die nach der Behandlung mit Hyg 
Acetat H,S  festgestellten Reduktionswerte deutlich unter denen 
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lagen, die in der gefrorenen und auch in der normal gelagerten Roh- 
kartoffel gefunden wurden. 

Bemerkenswert ist weiter, dafi das Dampfen der aufgetauten 
Kartoffeln eine weitere Verminderung der reduzierten Ascorbinsaure 
nicht bewirkt, wohl aber zu einer betrachtlichen Herabsetzung der 
Dehydroascorbinsaure AnlafiS gegeben hat. Die festgestellten Gesamt- 


ascorbinsaurewerte liegen mit 8,2 mg®, nicht mehr sehr weit iiber den 
fiir die reduzierte Ascorbinsaure festgestellten Werten. Dies entspricht 
der groBen Temperaturempfindlichkeit der Dehydroascorbinsaure, die 
schon lange bekannt ist. Noch starkere Verluste treten ein, wenn auf- 
getaute Kartoffeln geschalt und dann im Wasser gargekocht werden. 
Die Herabsetzung der reduzierten sowie der Gesamtascorbinsaure ist 
deutlich. Auch hierbei waren wieder reduzierende Stoffe im Kochwasser 
zugegen, die aber an Menge unbedeutend, nur 0,1 bis 0.7 mg®, betrugen 
und somit kaum noch praktisch ins Gewicht fallen. 

Zusammenfassend ergeben die Versuche ein klares Bild von dem 
Verhalten der Ascorbinséure beim Einfrieren und Auftauen der Kar- 
toffeln: eine nennenswerte Verminderung des Ascorbinsauregehalts 
bedingt das Einfrieren und Lagern in gefrorenem Zustande nicht. Diese 
tritt erst ein beim Auftauen, wobei eine starke Herabsetzung des Gehalts 
an reduzierter Ascorbinsiure unter Bildung von Dehydroascorbinséure 
und weiterer nicht mehr reduzierbarer Oxydationsprodukte erfolgt. 
Diese Herabsetzung ist so betrachtlich, daB in gefrorenen und auf- 
getauten Kartoffeln mit einem Verlust von 40 bis 50°, an Ascorbin- 
siure gerechnet werden muB. In gedimpftem Zustande sind sie dann 
immer noch unter den Verhaltnissen, wie sie Mitte Februar vorliegen, 
beachtliche Vitamin C-Quellen. Nach Kochen in geschaltem Zustande 
hingegen geht der Vitamin C-Gehalt so stark zuriick, dal sie mit 
einem Gehalt von 2 bis 4 mg®/, Ascorbinséure nicht mehr als befriedi- 
gende Vitamin C-Quellen angesprochen werden kénnen. Man erkennt 
hieraus, daB es offenbar die beim Auftauen stattfindende Zerst6rung 
der Zellstruktur ist, welche zu einer starken Wirkung der Kartoffel- 
oxydasen fiihrt, so da der bei der Lagerung langsam fortschreitende 
Prozef der Ascorbinséureoxydation nunmehr plétzlich ansteigt und in 
wenigen Tagen zu erheblichen Verlusten fiihrt. Diese Verluste werden 
um so erheblicher sein, je langer das Auftauen und die Lagerung der 


aufgetauten Kartoffeln wahrt, was man auch aus den im ersten Versuch 
bei der direkten Titration ermittelten niedrigen Werten schlieBen kann. 














Kine Anwendung der Glaselektrode: 
Die Tonometerelektrode zur py-Messung 
in Gleichgewichtsversuchen. 
Von 
Marcel J. Dallemagne. 
(Aus dem Laboratorium fiir Chirurgische Pathologie und experimente!le 
Chirurgie der Universitat Littich.) 
(Eingegangen am 12, Februar 1940.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wir haben friiher (1) einige Eigenschaften der Glaselektrode fii 
pu-Messung untersucht und festgestellt, da jede Membran drei charak 
teristische Werte besitzt, die man vor jeder genauen Bestimmung 
kennen muB. 

1. Das Asymmetriepotential, d.h. das vom Glas selbst hervor 
gerufene Potential: Es diirfte von einer Verschiedenheit der Eigen- 
schaften der auBeren und inneren Membranoberflache herriihren. 

2. Die Eichkurve mV /px bei konstanter Temperatur: Eine ideale 
Glaselektrode muB fiir jeden py-Wert dasselbe Potential wie die Wasser 
stoffelektrode ergeben:; in Wirklichkeit aber besteht immer ein mehr 
oder minder groBer Unterschied zwischen den bei gleichem px erhaltenen 
Werten. Infolgedessen mu man fiir jede Glaselektrode die Eichkurve 
mV /pxu bestimmen. 

3. Die Eichkurve mV /Temperatur: Bei konstantem pu-Wert ver. 
andert sich das mittels der Glasmembran erhaltene Potential in Ab. 


_ hangigkeit von der Temperatur: es steigt mit dieser, genau wie das de! 
Wasserstoffelektrode, aber nicht immer im gleichen Verhaltnis. Daraus 
ergibt sich, daB die Eichgerade mV /7° einer bestimmten Glaselektrode 
einen charakteristischen Neigungswinkel besitzt. 


Diese drei Werte verandern sich mit der Zeit, und zwar besonders 
in den ersten 14 Tagen des Gebrauchs. Im allgemeinen kann ma! 
unterstellen, da die zwischen Wasserstoff- und Glaselektrode vor- 
handenen Unterschiede eine Funktion der Festigkeit und der Dick 
der letzteren sind. 

Auf diesen Grundlagen fuBend haben wir einen Apparat konstruiert. 
in dem Tonometer und Glaselektrode vereint ist. Das px der im Tono- 
meter enthaltenen Fliissigkeit kann in jedem beliebigen Moment b 
stimmt werden, ohne da die Fliissigkeit Manipulationen ausgeset7' 
wird, die oft die Quelle gréRerer Fehler bilden. 
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Kine der vorteilhaftesten Anwendungen dieser Methode ergibt sich 


Versuchen tiber das Gleichgewicht zwischen einer fliissigen und einer 


isfirmigen Phase variabler Spannung. Auf diese Weise konnten wir 
lie pu-Anderungen von Bicarbonatlésungen bei verschiedenen CQ,- 
Kpannungen untersuchen und den Wert der ersten Dissoziationskon- 
tanten von CO, in Bicarbonat bei 26° feststellen. AuBerdem haben 
vir Versuche tiber das Gleichgewicht zwischen mit Sauerstoff be- 
indeltem Blut und CO, ausgefiihtt. Bei unserer Methode wird die 
‘perfiihrung der Lésungen in das gewéhnliche ElektrodengefaB ver- 
nieden; man schiitzt sich auf diese Weise gegen jeden Verlust an ge- 
istem oder gebundenem Gas durch zufillige Beriithrung der Fliissigkeit 
jit der AuBenluft. 

Wenn man bei konstanter Temperatur arbeitet, so setzt man sich 
iberdies nicht der Gefahr aus, die Léslichkeit des Gases durch eventuelle 
emperaturschwankungen zu verandern. 

In den Gleichgewichtsversuchen erscheint die Anwendung der 
iaselektrode durchaus angezeigt, denn: 

1. Die Elektrode mit str6mendem Wasserstoff ist unbrauchbar, da der 
‘asstrom geléstes, ja sogar gebundenes Gas mit sich reiBt. 

2. Die Elektrode mit stehender Wasserstoffblase gibt falsche Resultate 
ifolge der mangelnden Reinheit der Wasserstoffblase: da man die Wasser- 
toffblase in der Lésung hin und her bewegen mu, um dieselbe mit Wasser- 
toff zu sattigen, tritt ein Teil der in der Fliissigkeit gelésten Gase in die 
Vasserstoffblase iiber, was der Reinheit des Wasserstoffs schadet, die ge- 
ade eine Grundbedingung fiir Genauigkeit und Schnelligkeit der Messung 
ildet. 

3. Die Chinhydronelektrode aus Platin oder Gold ist in alkalischer 
osung unverwendbar und die Zugabe von Chinhydron zur Fliissigkeit 
ann deren Eigenschaften verandern. 

Alle diese pu-MeBmethoden iibertrifft die Glaselektrode durch ihre 
enauigkeit und weil ihre Anwendung keine Zugabe von Gasen oder 
lzen erfordert, welche die physikalisch-chemischen Eigenschaften der 
i untersuchenden Fliissigkeiten verandern kénnten. Die Kombination 
on Glaselektrode und Tonometer macht iiberdies die Anwendung von 
araffin als Schutzmittel fiir die Fliissigkeit gegen die AuBenluft iiber- 
lissig. 

Beschreibung des Apparats. 

Das flaschenférmige GefaB (in der Abb. 1, Nr. 1 bis 12), in dem 
ian das Gleichgewicht zwischen gasférmiger und fliissiger Phase sich 
instellen 1aBt, ist ein Tonometer von Christianssen, Douglas und Hal- 
ime, das ein wenig abgeandert wurde. Sein Hals ist breit, um einen 
icken Gummistopfen (Nr. 9) einfiihren zu kénnen, und der gerundete 
oden lauft in eine Ausbuchtung aus, welche die Kugel der Glas- 
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elektrode (Nr. 4) und die zu untersuchende Fliissigkeit enthalt 
Gesamtinhalt ist 400 cem. : 

Die Elektrode (Nr.4) ist eine Kugelelektrode nach Habe» yy, 
Klemsiewicz aus dem Glas 015 der Corning Glass Comp. Die Fige; 
schaften dieses Glases sind genugsam bekannt, so daB wir darauf nich; 


naher einzugehen brauchen. 

Der Kugeldurchmesser betraégt 15 mm und der innere Durch imesser 
der Ausbuchtung, welche dieselbe aufnimmt, 21 mm. 4 cem Fliissigke;t 
reichen hin, um den verbleibenden Zwischenraum auszufiillen. 

Die Kugel aus Glas O15 ist an eiy 
gewohnliches Glasrohr (Nr. 1, lichte Weit 
8 mm) angeschmolzen, welches durch de 
Gummistopfen gefiihrt wird und 10 my 
herausragt. 

Durch den Kautschukstopfen si) 
drei weitere Rohre gefiihrt: 

1. Ein Rohr von 3mm lichter Weir 





das 2mm in das Tonometer hineinray 
(Nr. 2). AuBen ist es durch einen Gumni 
schlauch verlangert, der mit einer Jo! 








schen Klammer abgequetscht wird 
2. Eine Halbkapillare aus Glas ( Nr.) 
die in das Innere des Tonometers reic! 
und an die sich aufen ein Gumn 
schlauch anschlieBt, welcher eine Ho’ 
mannsche Klammer tragt. Das Rol 
dient gleichzeitig als Befestigungsmit! 
fiir ein Thermometer (Nr.7), dessen Kuy: 
in die Fliissigkeit taucht. 
3. Ein Glasrohr (Nr. 5, von 3mm lichter Weite), das als Tray 
fiir eine mit KCl gesattigte Agarbriicke dient, welche die Verbindw 
zwischen der Fliissigkeit und einem Element (kalomelgesattigte kK‘ 
Lésung; Nr. 10’) herstellt. 
Diese Verbindungsbriicke muB vom Kautschuk durch eine Bakel§ sich 
muffe von 4mm Dicke vollstandig isoliert werden. Dieses Bakelitr! 
ragt oben 4mm aus dem Stopfen heraus. und 
Das innere Ende der Agarbriicke ist leicht zugespitzt und geboy§ rohr 
so daB es in die Fliissigkeit zwischen der Kugel der Glaselektroce 
der auBeren GefiBwand eintauchen kann. die k 
Um eine Diffusicn von KCl in die Fliissigkeit hintanzuhalten. das 
diese Briicke mit einer diinnen Kollodiumkappe versehen. Die Flu» ; 
keit von bekanntem px (saures Kaliumphthalat, py = 3,97), wel Byewic 
die Elektrodenkugel erfiillt, und Rohr Nr. 1 stehen mit einem ze! Oper, 
Bic 
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Kalomel-KCl-Element mittels einer starren Agarbriicke (Nr. 6, AuBen- 
durchmesser 3mm) in Verbindung. 

SchlieBlich sind AuBen- und Innenoberfliche des Kautschuk- 
stopfens, der Zwischenraum zwischen Glasrohr Nr. 5 und seiner Bakelit- 
hiille (Nr. 8) sowie die Oberflache aller Rohre am Ein- und Austritt 
in baw. aus dem Kautschukstopfen mit einer dicken Schicht aus Bakelit- 
lack von hoher Dielektrizitétskonstante bedeckt, der von der Société 
Belge de Azote unter dem Namen ,,Vernis Azolone S‘* herausgebracht 
wird. Dieser Lack kann kalt aufgebracht werden und polymerisiert 
langsam bei gewohnlicher Temperatur; seine Oberfliche ist nicht 
henetz bar. 

Um eine vollkommene Isolierung der Rohre, die in die Fliissigkeit 
tauchen, zu erreichen, haben wir an einem beliebigen Punkt derselben 
je eine tulpenférmige Schale, die mit stark dielektrischem 61 gefiillt 
ist, angebracht; dadurch wird das Entlanglaufen von Strom an der 
AuBenoberflache der Rohre, welche die Elektrodenkugel (Nr. 1) bzw. 
die Agarbriicke (Nr. 3) tragen, verhindert. Die Feuchtigkeit im Tono- 
meter und eventuelle Fliissigkeitsspritzer kénnen namlich das Glas 
mit einem sehr diinnen Fliissigkeitsfilm bedecken, welcher zwischen den 


x 


verschiedenen Einzelteilen des Apparates Kurzschlu8 hervorruft. 


Anwendung des Tonometers. 


Nach Offnen des Stopfens fiihrt man in das Tonometer 4 ccm der 
m untersuchenden Fliissigkeit ein. Dann setzt man den Stopfen, der 
die Elektrode tragt, so ein, daB diese in die Fliissigkeit taucht. 

Durch Rohr Nr. 3 leitet man das Gas ein, das man mit der fliissigen 
Phase ins Gleichgewicht bringen will, und setzt den Apparat in den 
Thermostaten ein. Ist dessen Temperatur héher als die Laboratoriums- 
temperatur, so muB man den Uberdruck des durch die Warme expan- 
dierten Gases durch kurzes Offnen von Rohr Nr. 2 ausgleichen. 

Wenn kein Gas mehr entweicht, laBt man bei der gewiinschten 
Temperatur eine geniigende Zeit (5 bis 10 Minuten) verstreichen, bis 
sich das Gleichgewicht eingestellt hat. 

Dann umgibt man den Apparat mit einer Warmeisolationshiille 
und entnimmt Analysenproben der gasférmigen Phase in einem Probe- 
réhrchen nach Haldane, das vorher evakuiert worden war. 

Dann schaltet man die Tonometerelektrode sehr rasch zwischen 
(lie beiden Kalomel-K Cl-Elemente, wie es Abb. 1 zeigt, und liest sofort 
das py ab. 

Man kann dann eine neue Gasmenge einfiihren, um das Gleich- 
gewicht bei hGherem Druck einzustellen, und wiederholt die beschriebenen 


| Operationen. 
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Kontrolle der Methode. 


Wir haben versucht, unsere Anordnung zu iiberpriifen, indem wi; 
genaue Messungen der ersten Dissoziationskonstanten von CO, () Kk 
in wasseriger Natriumbicarbonatlésung bei 20°C vornahmen. 

Wie Hasselbach (2) und Warburg (3), die fiir p K, bei 26° den Wer 
von 6,51 fanden, verwenden auch wir zur Berechnung die Forme} yo; 
Henderson-Hasselbach (4). 

Das Gesetz von Debye und Hiickel kann vielleicht folgenderma (jen 
formuliert werden: Die Dissoziation eines Salzes in Lésung bleibt un 
so geringer, je hoéher die Salzkonzentration dieser Lésung ist; dies ist 
die Folge von interionischen Wirkungen. 

Dieses Prinzip wird fiir die Kohlenséure (und alle einwertigen Ionen 
dureh folgende Gleichung ausgedriickt : 

Der Aktivitatskoeffizient des Ions HCO; oder log yyog, * BVT. 

In dieser bedeutet f eine Konstante, wihrend /'die Ionenstarke in mol Lite: 
ausdriickt und aus der lonenkonzentration ¢; und der Valenz z; nach dei 
Forme! 
1/ ‘e2ie 
IC 
berechnet wird. 

Die Ionenstarke einer Lésung (J°) ist also gleich der Halfte der Summ. 
(2) der Ionenkonzentrationen (c;) und dem Quadrat der Valenz (z,) de 
verschiedenen in Lésung befindlichen Ionen. 


Die Dissoziationskonstante wird fiir alle molekularen Konzentratione: 
gleichermaBen durch p K, ausgedriickt. Wenn man aber die Wirkung de: 


molekularen Konzentration ausschaltet, so wird diese Konstante p k.. 


Die Beziehung zwischen diesen beiden Werten ist also: 
pK, = pK, + log yyeo;: 

Die erste Dissoziationskonstante der Kohlenséiure wid extiapoliert 
man bestimmt den Wert p K, bei verschiedenen 7. An dem Punkt, an den 
I’ = 0 wird, erhalt man p K‘. 

Stadie und Hawes (5) haben ermittelt, daB fiir L6sungen von Bicarbona' 
und NaCl pK) = 6,330 — 0,54) I bei 38°C ist. 

Man kann diese Werte durch Leitfahigkeitsmessungen, Bestimmung 
Gefrierpunktserniedrigung oder durch Anwendung der Formel von Hen: 
son-Hasselbach sicherstellen : 

BHCO, 
yi 


Pat = p K, + log 


2 
“00, * C0; 


oder 

= BHCO, 
pky = Pay — log ai 3 
2C0,°° CO, 


Darin bedeuten: pgy = negativer Logarithmus der Wasserstoffione! 


aktivitét; BHCO, = Konzentration des Bicarbonats; Peo, = CO,-Druck. 
dem die Bicarbonatlésung ausgesetzt ist; «co, Lésungskoeffizient des 


Bicarbonats in destilliertem Wasser. 
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Methodik. 


1. Die Bicarbonatlésungen wurden durch genaues Einwagen her- 
vestellt; wir fiihrten die Messungen bei 20°C in Lésungen aus, die 
200, 100, 75, 50, 25 und 12,5 Vol.-°,, CO. enthielten. Der CO,-Gehalt 
dieser LOsungen wurde nach der volumetrischen Methode von Hal- 
dane (6) ermittelt. 


2. Die Bicarbonatlésungen wurden gleichzeitig mit einer be- 
stimmten Volumenmenge gasférmiger CO,, die naherungsweise dem 


gewiinschten Peo, entspricht, in die Tonometerelektrode eingefiihrt. 


Das Tonometer wird waagerecht bei 20° in den Thermostaten 

gelegt, dann wartet man 15 Minuten, bis zwischen gasférmiger und 

= fliissiger Phase Gleichgewicht eingetreten ist. Um sicher zu sein, dab 

dieses vollkommen ist, haben wir die von Faurholt (7) und Henriques (8) 

als Minimum fiir eine vollstaéndige Hydratation der Kohlensaure ge- 

Liter nannte Zeitdauer weit tiberschritten. Sobald das Gleichgewicht erzielt 

wie ist, wird die Tonometerelektrode zwischen die Kalomel-K Cl-Elemente 

geschaltet, die mit dem Potentiometer verbunden sind, und die potentio- 
metrische Messung ausgefiihrt. 


imme P 0 F ¥ : = P 
3. Eine Probe der Innenatmosphare des Tonometers wird in einen 


Haldane-Apparat zur Bestimmung der gasférmigen CO, eingefiihrt : 
so erhalten wir den genauen P.o,-Wert. 


lone! 
g de : maT ° “es . 

Mittels der Léslichkeitskoeffizienten von Bohr (9), die von van 
Slyke (10) bestatigt wurden, kénnen wir daraus den Wert von gee, in 
der Lésung bestimmen, indem wir 20°, pro Mol Bicarbonat abrechnen 


pk.. 


? [Hastings und Sendroy (11))}. 

ylert 

| den Ersetzt man die Unbekannten der Gleichung von Henderson- 
Hasselbach durch die erhaltenen Werte, so kénnen wir p K, fiir eine 
gegebene molekulare Konzentration berechnen. 


bonat 


ior le 


nid Resultate. 


Wir haben unsere Ergebnisse in einem Nomogramm (Abb. 2) zu- 
sammengefaBt:; in diesem bedeuten: 
Pal negativer Logarithmus der Wasserstoffionenaktivitat ; 
Poo, = CO,-Spannung in mm Hg in der Gasphase, die mit der Bicarbonat- 
lésung im Gleichgewicht steht: 
one! mM = Bicarbonatkonzentration in Millimol pro Liter Lésung (fliissige 
ruck, Phase); 
t des ni 
Vr = Quadratwurzel der Bicarbonatkonzentration (mM). 
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Dallemayne: 


Die sechs parallelen Kurven stellen das Verhaltnis zwischen ,; 
t 


und Peo, fiir Bicarbonatlésungen von folgendem Gehalt dar: 


89,7 mM NaHCO, oder 200,0 Vol.-°,, CO, 


44,8 
33,6 
22,4 


11,2 





ts 100,0 i me 
75,0 % 
50,0 


25.0 


or 




















Abb. 2. 


Die Punkte bedeuten die experimentell bestimmten Werte. 


Die Kurve p K, stellt die Beziehung zwischen der Konzentratio: 


des gelésten Bicarbonats (in mM oder \ J") und dem Wert p K, dar. 
Mit Hilfe dieser Kurve kann man den p K,-Wert fiir alle Bicarbonat- 
lésungen von 90 bis 5mM pro Liter bestimmen. 


Die experimentell erhaltenen Punkte sind in der Tabelle 1 zu- 


sammengestellt. 


Tabelle I. 





Bicarbonatkonzentration 
in Millimol, Liter 


89,7 
44,8 
33,6 


\r 


0,300 
0,210 
0,185 


pky 


Bicarbonatkonzentration - 
in Millimol/Liter ye 


22,4 
11,2 
5,6 
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Diese Ergebnisse sind in Abb. 3 graphisch wiedergegeben (Ordinate : 


p K,, Abszisse: ) J’). Die sechs experimentell bestimmten Punkte sind 


durch eine Gerade verbunden, welche die Ordinate () J’ = 0) bei 6,51 
schneidet, was dem Wert entspricht, der fiir p AK, von den anderen 
Autoren ermittelt wurde. 








Abb. 3. 


Dieses Endergebnis bestatigt die Brauchbarkeit der fiir diese Be- 
stimmungen verwendeten . Anordnung. 


Anwendung auf die Bestimmung des Siure-Basengleichgewichts 
im Blute. 

Zur Untersuchung des Saure-Basengleichgewichts im Blute mul 
man zwei Werte kennen: 

1. Die Alkalireserve oder die CO,-Kapazitat des Blutes: 

2. den pu-Wert des Blutes. 

Dies kann man auf zwei Arten erreichen: 

a) Bestimmung der CO,-Kapazitat des Blutes nach der Methode 
von Christanssen, Douglas und Haldane, die darin besteht, daB man 
Blutproben bei 37° C in Atmospharen von verschiedener CO,-Spannung 
bringt. Die Bestimmung jeder CO,-Spannung und die Kenntnis des 
CO,-Gehalts im Blute bei jeder dieser Spannungen wird graphisch zu 
einer Dissoziationskurve des CO, im Blute ausgewertet. 

Die pu-Bestimmung wird elektrometrisch oder kolorimetrisch vor- 
genommen, 
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b) Bestimmung der CO,-Kapazitat des Blutes nach Christianss: » 
Douglas und Haldane. 

Bestimmung des CO,-Gehalts im Blute (nach Haldane oder a) 
Slyke). Berechnung und graphische Darstellung des pu-Wertes nac! 
der Formel von Henderson-Hasselbach. 


1. Bestimmung der Dissoziationskurve von CO, im Blute. 


Die Methode, die wir empfehlen, besteht in der Bestimmuney des 


pu-Wertes ein und derselben Blutprobe _ bei verschiedenen (CQ, 





"cS HY $s Proysks! 


V a Vas 
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Spannungen. Aus den erhaltenen Resultaten kann man graphisch die 
Dissoziationskurve des CO, im Blute konstruieren. 


4cem fluorid- und oxalatbehandeltes Blut werden in die wie oben 
beschrieben vorbereitete Tonometerelektrode eingebracht. In das 
flaschenformige GefiB wird soviel CO, eingefiihrt, daB die Spannung 
ungefahr 30 mm Hg erreicht. Dann lat man wahrend 10 Minuten das 
Gleichgewicht zwischen gasformigem CO, und Blut im Thermostaten 
bei 379 sich einstellen. Darauf entnimmt man eine Probe des Gases 
und fiihrt eine genaue CO,-Bestimmung mit dem Apparat von Haldane 


sowie die pu-Messung im Tonometer durch. 


Diese Operationen werden noch zweimal bei verschiedenen CO.- 


Spannungen wiederholt, z. B. bei ungefahr 40 und 50mm Hg. Auf 
diese Weise erhalt man drei pu-Werte und die entsprechenden COg- 
Spannungen. 

Mittels der Formel von Henderson-Hasselbach kann man die ent- 
sprechenden Werte fiir die CO,-Kapazitat des Blutes sehr einfach 
berechnen, indem man die Alkalireserve oder die CO,-Kapazitit des 
Blutes bei einer CO.-Spannung von 40 mm Hg interpoliert. Noch ein- 
facher ist es, ein Nomogramm zu benutzen wie das, welches wir uns, ge- 
stiitzt auf die Formel von Henderson-Hasselbach, konstruiert haben 
(Abb. 4). 

Auf der Ordinate ist die CO,-Spannung, auf der Abszisse die 
CO.-Kapazitat des Blutes aufgetragen. 

Die schragen Linien geben die py-Werte von 7,63 bis 7,24 an. 

Beispiel. Es seien folgende Zahlen erhalten worden: 

Bei 30,3mm gasf6rmigem CO, im Tonometer ist der py-Wert des Blutes 7,45 
ie” sy fe oer 38 mA 9. 93 ‘a a ~ ae 


45,7 . - -  * 9% er =~ ae 


Diese drei Punkte im Nomogramm eingetragen besagen, daf entspricht : 
der erste einer CO,-Kapazitat von 44,2 Vol-° 
>», zweite ,, af > 48,0 


~9 ~ 


» aritte ,, ie ss Gao 


Durch Interpolation finden wir (Ordinate) den Wert der Alkalireserve, 
und zwar 49,5 Vol.-°,, CO, bei einer CO,-Spannung von 40 mm Hg. 


II]. Bestimmung des wirklichen pu-Wertes von Blut. 
Um den wirklichen pxu-Wert einer entnommenen Blutprobe fest- 
zustellen, mufS man diesen entweder direkt elektrometrisch bestimmen 
oder den CO,-Gehalt (im Blute) kennen. 
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Im letzteren Falle kann man das px graphisch bestimmen: Ma; 
braucht nur das vom arteriellen Blut gebundene C O.,- Volumen (Gesam! 
CO, —freies CO.) auf die vorher konstruierte C O,-Dissoziationskurve 7, 





ha 








iibertragen und den entsprechenden py-Wert abzulesen. 4) 
Wenn wir in dem von uns gewihlten Beispiel den Gehalt des Blute, Je 

an gebundenem CQO, mit 49 Vol.-°,, messen, so entspricht dieser Punk: 

der Dissoziationskurve in dem Nomogramm einem px von 7,39. : 
Es ist darauf zu achten, daB die Messung des wirklichen », (4 

oder des CO,-Gehalts des Blutes unter LuftausschluB an Blut vor. 19 





genommen werden muh, das ebenfalls unter LuftausschluB aufgefange: 
wurde. 





Bei venésem Blut miissen wir vom Gesamt-COz,, welches das Blu 
enthalt, nicht nur das freie CO, abziehen, sondern auch die CO,-Meny: 
die das vendse Blut mehr enthalt als das arterielle und die an de: 






pu-Veranderungen unbeteiligt bleibt. Wir méchten auf diese Einze'. 
heiten nicht naher eingehen, da sie wohlbekannt sind und wir bereits 
in anderen Veréffentlichungen (12) darauf hingewiesen haben. 







Das einfachste und schnellste Verfahren stellt die direkte elektr 
metrische pu-Messung im Blute dar. 





Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren zur Bestimmung der Dissoziationskury 
von CO, im Blute und zum Messen des Blut-py angegeben. Dabe 
sind folgende Messungen erforderlich. 

Drei CO,-Bestimmungen in der Tonometeratmosphire ; 
drei pu-Messungen des im Tonometer enthaltenen Blutes ; 
eine py-Messung des Blutes unter Luftausschlu. 





Ein erfahrener Experimentator bendtigt fiir diese Untersuchunge 
ungefahr 40 Minuten. Die anderen von uns angefiihrten Methode: 
erfordern mindestens 1!/, Stunden Arbeit. 


Fir die Blutuntersuchung ist die Raschheit des Verfahrens i 
ausschlaggebender Faktor. Ob das Blut fluorbehandelt, im Eisschran} 
aufbewahrt wird — es erleidet stets eine Veranderung, die in manchi: 
Fallen sehr friih eintreten kann. Deshalb hat eine Schnellmethod 
groBe Vorteile. 

AuBerdem erfordert die von uns vorgeschlagene Methode nur «i 
Anwendung von 6 bis 7 ccm Blut, wahrend man bei den anderen Ver 
fahren 15 bis 20 ccm bendtigt. 

SchlieBlich vermeiden wir eine CO.-Bestimmung im Blute selbst 
wer bereits einmal eine solche ausgefiihrt hat, wird wissen, wie schwiery 
sie ist und daB sie nur nach sehr langer Ubung genaue Resultate liefer 











n: May 


‘ 
reESU Mt 


urVve 71 


 Blutes 
Punkt 
ay. 

1en p 
at vor 
-fanger 


as Blut 
Meng: 
an dey 
Einze 


bereits 


Jektr 


skurv: 
Dabe 





lunge! 
thode 


ns €! 
shrar n 
unche! 
et hor 


ur d 
n Ver 


se] bst 
wierly 
liefert 





Die Tonometerelektrode zur py-Messung in Gleichgewichtsversuchen. 357 


Literatur. 


1) M.J. Dallemagne, diese Zeitschr. 291, 159, 1937. — 2) K. A. Hassel- 
hach, ebenda 80, 317, 1910. — 3) E. J. Warburg, Biochem. J. 16, 153, 1922. 
4) L. J. Henderson, J. of biol. Chem. 46, 411, 1921. 5) Stadie u. Hawes, 
ebenda 77, 265, 1928. 6) J. B.S. Haldane, J. of Pathol. a. Bact. 1920, 
XXII. — 7) C. Faurholt, J. de chim. Phys. 21, 400, 1924. 8) O. M. 
Henriques, diese Zeitschr. 200, 1, 5, 10, 18, 22, 1928. 9) C. Bohr, Scand. 
Arch. Phys. 17, 104, 1905. — 10) D. D. van Slyke u. J. Sendroy, J. of biol., 
Chem. 79, 781, 1928. — 11) A. B. Hastings u. J. Sendroy, ebenda 65, 445, 
1925. — 12) M. J. Dallemagne, Arch. Inst. de Méd. Exp. 10, 379, 1935. 


24* 











Der Einflu8 des Durstens auf die Resorption von 
Athylalkohol und den Alkoholgehalt des Blutes bei 
peroraler Zufuhr. 

Von 
E. Wulff Rasmussen. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 22. Februar 1940.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei einigen Versuchen iiber den EinfluB des Alkohols auf den 


Geschlechtstrieb bei Albinoratten (1) wurde der Alkohol derart gegeben 
daB man die Tiere zuerst dursten lie und ihnen dann den Alkoho! in 
Form einer 10°%,igen Lésung zu trinken gab. Die Tiere wurden bei 
diesen Probeversuchen hinreichend alkoholisiert, aber der Blutalkohol. 
gehalt wurde nicht bestimmt. Aus verschiedenen Griinden war es in 
spateren Versuchen wiinschenswert, den Alkohol mit der Sonde zu 
geben, ohne die Tiere vorher dursten zu lassen. Um nun einige Anhalts- 
punkte fiir die notwendige Dosis, die gegeben werden muBte, zu erhalten, 
lieB man sechs Tiere 48 Stunden dursten und fiihrte ihnen mit der 
Sonde soviel absoluten Alkohol ein, als sie friiher getrunken hatten, 
jedoch in Form einer 30°,igen Lésung, da diese Konzentration fiir 
spatere Versuche die zweckmaBigste zu sein schien. Die Tiere boten 
keine Zeichen von Betrunkenheit (unsicherer Gang, Passivitat, ,,Haare- 
strauben“ usw.) und das Ergebnis der Blutalkoholanalysen war, dai 
das Blut praktisch genommen keinen Alkoholgehalt hatte. In Tabelle | 
ist das Ergebnis bei sechs mannlichen Tieren, welche ungefahr 3!/, Mo- 
nate alt waren, wiedergegeben. 


Tabelle I. 
Durstperiode: 48 Stunden. Zugefiihrt 1,6 g abs. Alkohol pro kg Koérper- 
gewicht in Form einer 30°,igen Lésung. Proben entnommen: 110 Minuten 
nach Beendigung der Zufuhr. 





Abs. Alkohol Zugefiihrte Blutalkoho! 
in g Menge in cem in ‘ 


¢ Nr. Gewicht I Gewicht II 
137 220 194 0,31 1,09 0,10 
138 209 179 0,29 1,02 0,11 
139 162 136 2% 0,77 0,07 
140 222 193 1,09 0,10 
141 198 164 0, ! 0,91 0,11 
142 232 201 3: 1,12 0,15 





Durch- 
schnitt: 207 178 : 1,00 0,11 
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Um Fehler aus.zuschlieBen, lie} man drei weitere mannliche Tiere, 
zwei im Alter von ungefahr 3!/, Monaten und eins im Alter von ungefahr 


9 Monaten vor der Alkoholzufuhr dursten. Gleichzeitig lie} man zur 
Kontrolle vier mannliche Tiere von ungefahr 31), Monaten wihrend 
{8 Stunden hungern, gab ihnen aber Wasser zu trinken. Jene Tiere, 
welche gedurstet hatten, zeigten auch diesmal keinen Alkoholgehalt 
im Blute (Tabelle II), wahrend die Tiere, welche gehungert, aber Wasser 
erhalten hatten, einen Blutalkoholgehalt von durchschnittlich 1,46°/o9 
aufwiesen (Tabelle ILI). 
Tabelle I. 
Durstperiode: 48 Stunden. Zugefiihrt 1,6 g abs. Alkohol pro kg Kérper- 


yvewicht in Form einer 30°,igen Lésung. Proben entnommen: 110 Minuten 
nach Beendigung der Zufuhr. 





Abs. Alkohol Zugefiihrte Blutalkohol 


an mei lewic X : 
Nr. Gewicht I Gewicht II ing Menge in ccm in %/o9 


143 190 163 0,26 0,915 0,17 
144 181 155 0,28 0,87 0,06 
145 341 302 0,433 1,70 0,06 


Durch- 
schnitt : 2% 207 0,33 1,16 0,10 


Tabelle III. 
Hungerperiode: 48 Stunden. Zugefiihrt 1,6 g abs. Alkohol pro kg Kérper- 


gewicht in Form einer 30°, igen Lésung. Proben entnommen: 110 Minuten 
nach Beendigung der Zufuhr. 





Abs. Alkohol Zugefihrte Blutalkohol 


azn lewic sewic . . 
Nr. Gewicht I Gewicht U in g Menge in ecm in 9/59 


146 187 171 0,274 0,96 1.46 
148 209 188 0,301 1,06 1,29 
149 204 181 0,290 1,01 1,38 
150 174 153 0,244 0,85 1,69 
Durch- 
schnitt: 194 173 0,28 0,97 1,46 


Diese neuen iiberraschenden Beobachtungen veranlaBten uns, 
einige Versuchsreihen durchzufiihren, iiber die im nachstehenden 
berichtet werden soll. 


Die Versuchstiere gehéren zu einem Stamm, der seit mehreren Cenera- 
tionen im Laboratorium gelebt hat; es waren gesunde und kriaftige Tiere. 
Die Kost war eine etwas modifizierte Me Collum-Diat: 3°, Trockenhefe 
und nur 2,2°,, Butterfett statt 5,2°,, Butterfett wie in der Me Colluwm-Diat. 
Als Zulage wurde wéchentlich ungefahr 15g frisches Griinzeug und ungefahr 
10g ganzer Mais pro Tier gegeben. Die Tiere wurden abends (2) gefiittert 
und ihnen stets Wasser von der Temperatur des Aufenthaltsraumes gereicht. 
Die Gewichtskurven der Tiere stimmten mit jenen der meisten europaischen 
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und amerikanischen Laboratorien iiberein. Der Aufenthaltsraum wurde 
mit vorgewarmter Luft beliiftet und die Temperatur durch eine Kont:o)| 
anlage auf + 21°C gehalten. 


Arbeitsweise und Technik. 


Die Tiere, welche zu Versuchen verwendet werden sollten, wurden 
zuerst gewogen und sodann in einen anderen Kafig gebracht, wo si 
Mc Collum-Diat, welche sonst mit Wasser vermischt wird, in trockenem 
Zustand bekamen. Butter, welche gew6hnlich jeden Tag auf dem Wasserhad 
zerlassen wird, ist aus praktischen Griinden somit hier weggelassen worden, 
auch Griinzeug ist wegen seines groBen Wassergehalts wahrend der Durst 
periode nicht verfiittert worden (3). Mais wurde ebenfalls nicht gegeben 
Es wurde stets darauf geachtet, daB reichlich Futter in den Kafigen vor. 
handen war. Nach Beendigung der Durstperiode wurden die Tiere gewogen 
und ihnen die vorgesehene Alkoholmenge mit der Sonde zugefiihrt. 

Bei der Sondenfiitterung wurde modifiziert nach den Angaben gear. 
beitet, welche Haberland (4) fiir Meerschweinchen ausgearbeitet hat. Die 
Ratten werden in ein Glas von passender Gré8e gebracht. Bei den meisten 
Ratten, welche in den Versuchsreihen — wiedergegeben in Tabellen IV, V, 
VI und VII — verwendet wurden, war ein Glas von 12,5em Hohe und 
6,7 cm Durchmesser das zweckmaéBigste. Man faBt mit der linken Hand 
die Ratte um Kopf und Schwanz, wahrend man ihr mit der rechten Hand 
ein Holzstiick zwischen die Zahne klemmt, das sich konisch von 1 auf 3,5 em 
verbreitert (Lange 12cm, Dicke !/,cm). Sobald das Holzstiick richtig 
sitzt, l4Bt man es los und fiihrt mit der rechten Hand einen halbstarren 
Katheter Nr. 6, der auf 15 em verkiirzt und an dem einen Ende mit eine! 
Kaniile versehen ist, durch das Loch, das in der Mitte des Holzstiickes aus 
gebohrt ist. Sodann wird die Spritze aufgesetzt, die bereits mit der Menge 
Alkohollésung gefiillt ist, welche das Tier erhalten soll (diese ist so zu be- 
messen, das dem in der Sonde verbleibenden Volumen von 0,15 cem Rech- 
nung getragen wird). Es laBt sich am besten in sitzender Stellung arbeiten, 
da man hierbei das Glas auf den Oberschenkel stiitzen kann. Manche 
Ratten, besonders die in groBen Kafigen aufgewachsenen (5), sind ver- 
haltnismaBig wild und schwierig zu handhaben, aber bei einiger Ubung 
kann die Sondenfiitterung im Laufe einiger Sekunden beendigt sein. Um 
‘eine moéglichst genaue Dosierung zu sichern, sind drei ,,Rekordspritzen” 
zu 2 bzw. 5 und 10 ccm verwendet worden. 

Nach Beendigung der Alkoholzufuhr wird die Ratte in einen Kafig 
gebracht, der weder Wasser noch Futter enthalt. Nach Ablauf der fest 
gesetzten Zeit wird die Ratte durch einen oder mehrere leichte Schlage aut 
den Kopf getétet, gedffnet, die Blutprobe mittels einer 1-cem-Spritze, 
welche vorher mit Natriumzitratlésung durchgespiilt und ausgeblasen war, 
entnommen und mit dem Blute je drei Lymphroéhren gefiillt. Dann wird 
der Magen herausgenommen und der Inhalt herausgepreBt. Bei den Ve1 
suchen der Tabellen [TV und V, bei denen alle Tiere 48 Stunden gedurstet 
hatten und sehr wenig Trockensubstanz im Magen war, wurde die Fliissig 
keitsmenge gemessen. Bei den Versuchen der Tabellen VI und VII ist de: 
Inhalt in ein Wageglas ausgepreBt und dieses gewogen worden; bei diesen 
ist also sowohl die Fliissigkeitsmenge als auch der Gehalt an Trocken 
substanz in g angegeben. 

Zur Analyse des Mageninhalts auf Alkohol sind bei allen Versuchen 
zwei vorbereitete Lymphréhrchen sofort mit Mageninhalt gefiillt worden 
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Sowohl die Blut- als auch die Magenproben wurden im Kiihlschrank auf- 
bewahrt und tags darauf im Institut analysiert. 

Die Blutalkoholanalysen wurden nach Widmark (6) mit gewissen 
Abanderungen (7) ausgefiihrt. Der Mageninhalt wurde nach der namlichen 
Methode analysiert, nachdem er je nach der angenommenen Konzentration 
ungefahr 30- bis 100mal verdiinnt worden war. Die Proben wurden nach 
dem Einwiegen alkalisch gemacht. 
















Ergebnisse. 






Wie in der Einleitung erwahnt, boten jene Tiere, welche 48 Stunden 
gedurstet hatten und dann 10°,igen Alkohol zu trinken bekamen, 
deutliche Zeichen einer Alkoholisierung, wahrend die Tiere, welche 
ebenso lange gedurstet hatten und die nimliche Alkoholmenge, jedoch 
in Form einer 30° igen Lésung, erhielten, keine derartigen Zeichen 
aufwiesen; ihr Blutalkoholgehalt wurde bei der Analyse zu praktisch 
Null bestimmt. Es schien daher, als ob das Entscheidende die Starke 


















der verwendeten Alkohollésungen wire. Die erste Versuchsreihe mubte 






daher darin bestehen, die Tiere gleich lange dursten zu lassen und ihnen 
die namliche Menge absoluten Alkohol, aber in verschiedenen Kon- 



















Tabelle 1V. Einflu®B verschiedener Alkoholkonzentrationen auf 
die Blutalkoholkonzentration, sowie auf die Fliissigkeitsmenge 
und den Alkoholgehalt im Magen. 







Durstperiode fiir alle Tiere: 48 Stunden. 





Proben entnommen: 90 Minuten nach Beendigung der Zufuhr. Allen 
Tieren wurden 1,6 g abs. Alkohol pro kg Kérpergewicht zugefiihrt. 












Mageninhalt 





3 cd nade Zugefiihrte Blutalkohol 
oe Cee 2 | Senten ee Menge in ccm in °/ 9, ecem 9/9 Alkohol 
o/ 
















7% Alkohol. 









151 301 271 6,31 1,00 0,9 4,6 
156 276 247 5,76 1,46 0,8 1,5 
108 359 317 7,39 1,67 1, 2,6 
116 408 367 8,55 1,2¢ 3,9 2,5 
123 264 239 5,57 1,68 0,6 1.3 











Durch- 
schnitt: 322 288 6,72 1,41 1,5 2,0 























14%, Alkohol. 
152 286 258 3,04 1,01 0,5 4,3 
157 288 262 3,09 1,39 0,7 1,1 
109 406 357 4,21 1,26 1,9 2,1 
117 374 336 3,96 0,72 1,6 5,9 
124 323 287 3,39 1,33 0,02 Q,2 
Durch- 
schnitt: 335 300 3,54 1,14 0,9 3,35 * 






















* Da die geringe Fliissigkeitsmenge bei 4 Nr. 124 eine genaue Bestimmung des Alkohol- 
gehalts nicht gestattete, ist der Durchschnitt unter Fortlassung dieses Wertes berechnet worden 






Tabelle IV (Fortsetzung). 
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f Nr. 


153 
100 
110 
119 


127 


Durch- 
schnitt : 


154 
103 
112 
121 
128 
Durch- 
schnitt: 


155 
106 
113 
122 
130 
Durch- 
schnitt: 


Gewicht I 


268 
331 
433 
387 
294 


343 


263 
383 
303 
420 
421 


358 


298 
355 
369 
348 


377 


349 


Gewicht I 


237 
293 
386 
339 
254 


302 


234 
342 
268 
377 
370 


318 


267 
319 
330 
208 
333 


311 


zentrationen zu geben. 


Tieren im 





1,87 
2,31 
3,05 
2,68 
2,00 


2,38 


28% Alkohol. 


1,40 
2,05 
1,61 
2,26 


999 


yee 


1,91 


35 9% Alkohol. 


1,31 
1,56 
1,62 
1,51 
1,63 


1,53 


Zugefiihrte 
Menge in cem 


21% Alkohol. 


Blutalkohol Mageninhalt 
in %p5 0 
v 0/, Alkoh 


ccm 





0,03 3,1 5,1 
0,24 2,5 7.1 
1,05 1,9 3,5 
0,07 3,2 6,8 
0,08 1,7 9,1 
0,29 2.5 6,32 
0,49 3,2 3.4 
0,07 4,9 5.6 
0,25 2,7 6,1 
0,04 3.7 8,0 
0,45 2,9 8.0 
0,26 3,5 6,22 
0,12 4,1 5.4 
0,14 3,9 Ge 
0,07 5,6 4.9 
0,06 4,3 5,8 
0.03 4,4 6,8 
0,08 4,5 6,12 


Die Versuchsreihe wurde mit 25 mannliche: 
Alter von 101!/, bis 111/, Monaten wahrend der Zeit von 




















Abb. 1 


Blutalkohol in ‘ 


oo 





bei Zufuhr verschiedener 
Alkoholkonzentrationen nach 48stiindiger Durstperiode. 


17. bis 21. Juli 1939 durch. 
gefiihrt. Die Ergebnisse sind 
Tabelle IV und 
der graphischen Darstellung 
Abb. 1 zu ersehen. 

R ist 0,80 (8) in 
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einen etwas gréBeren prozentualen Gewichtsverlust durch Durst (9). 
Die Abhangigkeit zwischen dem urspriinglichen Gewicht der Ratte 
und dem Gewichtsverlust ist durch den Rangkorrelationskoeffizienten 
_ 0,82 gegeben. 

Bei der nachsten Versuchsreihe sind Blutprobe und Magenprobe zu 
verschiedenen Zeiten nach der Alkoholzufuhr entnommen worden. Zu 
den Versuchen, die in der Zeit vom 25. bis 28. August 1939 durchgefiihrt 
wurden, verwendeten wir Tiere im Alter von 13 bis 14 Monaten. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle V zu sehen. 


Tabelle V. Abhangigkeit der Blutalkoholkonzentration, der 
Magenfliissigkeitsmenge und deren Alkoholgehalt von der nach 

der Alkoholzufuhr verstrichenen Zeit. 
oO 


(1,6 g abs. Alkohol pro kg Kérpergewicht in Form einer 35°, igen Lésung.) 


Durstperiode: 48 Stunden. 





Mageninhalt 


r en i Zugetiihrte Blutalkohol 
{ Nr. Gewicht I Gewicht II Menge in cem in fo, bea os, aaa 
1 Stunde. 
76 411 365 1,79 0,19 3.8 8,3 
42 399 353 1,73 0,21 3,9 11,2 
44 394 350 1.72 0,10 3,9 10,1 
Durch- 
schnitt : 401 356 1,75 0,17 3,9 9,87 
2 Stunden. 
46 357 320 1,57 0,08 4,8 8.3 
48 420 375 1,84 0,12 6.8 8,0 
72 417 364 1,78 0.11 5,1 7,2 
Durch- 
schnitt : 398 353 1,67 0,10 5,6 7,83 
3 Stunden. 
54 77 336 1,65 0.01 7,1 5,0 
58 i 353 304 1,49 0.53 3,6 2,6 
95 473 428 2,10 0,02 8,8 4,7 
Durch- | 
schnitt: | 401 356 1,75 0,22 6,5 4,1 
* 4 Stunden. 
63 343 309 1,51 0,04 7,9 4,0 
67 457 405 1,98 0,07 5,0 3,2 
88 | §$93 348 1 By fh 0,03 9,31 3,4 
Durch- 
schnitt : 398 354 1,73 0,05 7,4 3,53 
6 Stunden. 
hl 352 316 1,55 0.02 91 3,3 
89 443 392 1,92 0,06 E2 0,7 
75 | 414 365 1,79 0,06 6,9 2.6 
Durch- 


schnitt : 403 358 1,75 0,05 5,9 2,2 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





— 


ZLugefiihrte Blutalkohol Mageninhalt 


Gewicht I | Gewicht I Menge in cem in fo 


ecm Vo A 
8 Stunden. 


94 368 1,64 0,03 10,3 
85 427 1,83 0,05 0,4 
69 426 1,86 0,04 1,2 
Durch- 
schnitt: 407 ate 0,04 
10 Stunden. 
73 446 1,92 0,02 
91 427 1,84 0,03 
83 336 1,45 0,01 
Durch- 
schnitt: 403 35k 1,74 0,02 
12 Stunden. 
61 423 1,83 0,04 
41 408 353 1,73 0,02 2,2 
77 396 342 Scheidet aus dem Material aus. 


Durch- 
schnitt : 416 364 1,78 0,03 1,4 


Eines der mannlichen Tiere, Nr. 58, wich beziiglich des Blut 
alkoholgehalts vollkommen von den anderen ab. Der durchschnittlich: 
Gewichtsverlust dieser Versuchsreihe war 11,4°, und die Rangkorre. 
lation zwischen urspriinglichem Gewicht und Gewichtsverlust —- 0.6 

In der dritten Versuchsreihe lieS man die Tiere wechselnde Zeiten 
dursten, gab ihnen jedoch den Alkohol stets in gleicher Konzentration 


Tabelle VI. Abhangigkeit der Blutalkoholkonzentration, de! 
Magenfliissigkeitsmenge und deren Alkoholgehalt von der Liang: 
der Durstperiode. 

(1,6 g abs. Alkohol pro kg Kérpergewicht in Form einer 35 °,igen Loésung 
Proben entnommen 90 Minuten nach der Zufuhr. 





Mageninhalt 


Zugefiihrte , Blutalkohol 


Menge in g in fo Trocket 


substatr 


ng 


4 Nr. Gewicht I Gewicht II 


0 0 
Alkohol 


Durstperiode: 0 Stunden. 
211 ~ 433 1,99 0,69 3,03 
184 306 1,41 0,55 2,47 
213 - 415 1,91 0,91 2,14 
185 372 1,71 0,58 2,07 
189 385 1,78 0,89 2,01 
Durch- 
schnitt: 382 1,76 0,72 2,34 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Mageninhalt 


Zugefiihrte Blutalkohe I] 


Menge ing in Jog Frocken- 


0 
Alkohol substanz 
: ing 


Gewicht I Gewicht II 


Durstperiode: 12 Stunden. 


205 344 1,59 1,34 . 0,02 
191 384 1,77 0,06 i 0 0.15 
206 483 2,23 0,81 2, 8 0,10 
193 334 1,54 1,04 ati y Be 0,06 
194 306 1,41 0,74 : s 0,06 


Durch- 
schnitt : 370 1,71 0,80 2,20 6 0,08 


Durstperiode: 24 Stunden. 


208 416 kL 0,52 
196 : 281 be 0,08 
197 373 1 0,10 
198 284 is 0,81 
199 415 i; 0,13 


Durch- 
schnitt : 354 1,63 0,33 


Durstperiode: 36 Stunden. 


Blut 


200 295 1,37 0,05 
ttliche 201 320 1,48 0,37 
korre- 214 448 2,07 0,80 
ite 203 249 1,15 0,09 
7 sha 204 405 1,88 0,20 
oven Durch- 
ation schnitt : : 343 59 0,30 

det Durstperiode: 48 Stunden. 
= 190 289 1,30 0,06 

192 270 1,24 0,06 
sung 207 366 1,68 0,10 


212 403 1,85 0,06 

209 372 1,71 0,07 
Durch- 

schnitt: 339 1.55 0,07 


Durstperiode: 60 Stunden. 


210 404 354 1,63 0,13 4,51 
195 353 303 1,39 0.07 3.03 
182 385 327 1.51 0,12 4.40 
188 383 331 1,52 0,18 5,31 
202 385 332 1,53 0,21 3,86 

Durch- 

schnitt : 382 329 1,51 0,14 4.23 8.08 

* Der Durchschnitt ist unter Fortlassung dieses Wertes berechnet worden 
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Hierzu wurden 30 mannliche Tiere von 91/, bis 101/, Monaten verwendet 
und die Versuche in der Zeit vom 17. bis 20. November 1939 ausgefiilirt. 
Die Ergebnisse sind aus Tabelle VI und den graphischen Darstellunven 
Abb. 2, 3 und 4 ersichtlich. 














%2 48 OOStd 
Abb. 2. Blutalkohol in °/59 bei verschiedener Liinge der Durstperiode. Jeder Punkt stellt 
den Durchschnitt von 5 ¢ Tieren dar. 


























2 “ay 6OStd 

Abb. 3. Magenfliissigkeitsmenge bei verschiedener Liinge der Durstperiode. 
I Peroral zugefiihrte Menge der Alkohollésung (35%) in g. 
II Fliissigkeitsmenge im Magen in g. 





10 
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0 2 7] COStd. 


Abb. 4. Alkoholkonzentration der Magenfliissigkeit in Abhingigkeit von der Linge der 
Durstperiode. 


Aus den graphischen Darstellungen ist ein Verlauf der Kurven in 
Absiatzen deutlich zu erkennen. Es wird versucht, diesen Befund in 
folgender Weise zu erkliren: 


Die Durstperiode aller Tiere begann am 17. November um 12 bis 
13 Uhr; das erste Tier fiir die 12stiindige, 24stiindige usw. Durstperiode 
wurde gewogen und begann um 12 Uhr seine Durstperiode; Tier Nr. 2 
fiir die 12stiindige, 24stiindige usw. Durstperiode 12,15 Uhr, das nachste 
Tier fiir die verschiedenen Durstintervalle um 12,30 Uhr usw. (Das Toten, 
Entnehmen der Blutprobe, Ausspiilen der Spritzen usw. nimmt ungefih: 
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10 bis 15 Minuten in Anspruch.) Die Tiere, welche 12 Stunden gedurstet 
hatten, haben also am Tage gedurstet, bei der Gruppe mit 24 Stunden 
handelt es sich um 1 Tag und 1 Nacht, bei der 36stiindigen Periode um 
2 Tage und | Nacht, bei der 48stiindigen Periode kommt eine weitere Nacht 
hinzu, bei der 60stiindigen Periode kommt keine weitere Nacht hinzu. 
Fir den unstetigen Verlauf der Kurve scheint entscheidend zu sein, 
ob die Ratten nachts gedurstet haben; jedesmal, wenn eine neue Nacht 
hinzukommt, tritt ein verhaltnismaBig groBer Fall des Blutalkohol- 
yehalts auf, wahrend die Fliissigkeitsmenge und die Konzentration im 
Magen steigen. Die Erklarung fiir dieses Verhalten ist méglicherweise 
folyende: Da die Ratte ein ausgepragt 
nocturnes Tier ist, ist die motorische 
Aktivitat des Nachts weit gr6éBer als am pone Ge 
Tage (10). Ihr Wasserverlust wird dann ‘ TT endian 
nachts verhaltnismaBig gréBer sein. In- ‘a y tecay 
folgedessen wird der Alkoholgehalt des Ty 
Blutes relativ geringer und umgekehrt 
wird die Konzentration und infolgedessen 





die Fliissigkeitsmenge im Magen relativ 
gréBer, wenn das Tier eine Nacht, als 
wenn es einen Tag gedurstet hat. Jeden- 
falls laBt sich die Erscheinung nicht 
durch Schwankungen im Feuchtigkeits- 
gehalt der Luft des Aufenthaltsraumes 
erklaren, da dieser wahrend der Versuchs- 60 Std 
reihe ziemlich konstant war und nur Abb. 5. Gewichtsverlust in % des 
zwischen 61 bis 65°), relativer Feuchtig- ia ” 
keit schwankte. Pir Durst 5 ¢, fiir Hunger 3 4 Tiere 
in jeder Gruppe. 
Die Tatsache, daB der Alkoholgehalt 

des Blutes nicht héher wird, wenn die Ratte iiberhaupt nicht ge- 
durstet hat, stimmt vollkommen mit anderen Versuchen, welche im 
Laboratorium durchgefiihrt worden sind, iiberein. Dies ist dadurch 
bedingt, daB die Resorption bei den Ratten stark gehindert wird, 
wenn sich Nahrung im Magen befindet. Die Fahigkeit der Nahrungs- 
mittel, die Resorption zu verhindern, mu also bei Ratten weit gréBer 
sein als z. B. bei Hunden (11). 











Zum Vergleich lie} man 18 minnliche Ratten (131/, bis 141/, Mo- 
nate) die nimlichen Zeiten hungern. Wie man aus Tabelle VII sieht, 


sind grofe individuelle Schwankungen vorhanden, und da jede Gruppe 
aus nur drei mannlichen Tieren besteht, gestattet die Versuchsreihe 
keine Schliisse. Die Tabelle ist gerade deshalb wiedergegeben, um die 
groBen individuellen Schwankungen zu zeigen. Der fiir 60stiindigen 
Hunger geringe Blutalkoholgehalt ist vermutlich dadurch bedingt, daB 
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eine Ratte, die kein Futter bekommt, auch wenig trinken wird. \nq 
daB infolgedessen die gegebene starke Konzentration nicht so wei 
verdiinnt wird, daB es zu einer Resorption kommt. Der prozentiiale 
Gewichtsverlust ist geringer als bei weiblichen Albinoratten, welc| 
gehungert haben (12) (Abb. 5). 


Tabelle VII. Abhangigkeit der Blutalkoholkonzentration, (de; 
Magenfliissigkeitsmenge und deren Alkoholgehalt von der Liang, 
der Hungerperiode. 


(1,6 g abs. Alkohol pro kg K6rpergewicht in Form einer 35° igen Lésung. 


Proben entnommen 90 Minuten nach der Zufuhr. 





Mageninhalt 
Zugefiihrte Blutalkohol 


Gewicht I Gewicht I] Menge in g in 


2 0 . 
ni g Alkohol 


Hungerperiode: 0 Stunden. 
159 379 1,75 0,90 
264 349 1,61 0,67 
158 345 1,59 0,37 
Durch- 
schnitt : 358 1,65 0,65 


Hungerperiode: 12 Stunden. 
251 388 1,7 0,46 8,1§ 0,06 
265 346 1,59 0,85 2 8: £ 0,07 
162 304 1.40 0.55 a 0.06 
Durch- 
schnitt: 5 346 1,69 0,62 2,65 ), 0,06 


Hungerperiode: 24 Stunden. 
269 374 1,72 0,48 
161 343 1,58 0,86 
160 32 314 1,45 0,90 


‘Durch- 
schnitt: 3i 344 1,58 0,75 


Hungerperiode: 36 Stunden. 
257 441 413 1,90 0,11 
263 296 275 1,27 0,09 
267 346 321 1,48 1,32 
Durch- 
schnitt : 361 336 1,55 0,51 
Hungerperiode: 48 Stunden. 
260 368 337 1,55 0,63 2,76 
271 307 282 1,30 1,09 2,32 
250 416 385 1,78 0,71 3,65 
Durch- 
schnitt: 364 335 1,54 





0.06 
0.07 
0 06 


O06 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





Mageninhalt 


Zugefiihrte | Blutalkohol 


Gewicht I | Gewicht II Menge in g in %/o9 


0 Trocken- 
Alkohol = 


Hungerperiode: 60 Stunden. 
253 340 1,57 0,14 8,83 3, 0,40 
270 378 1,74 0,26 5,53 , 0,17 
163 267 1,26 0,19 3,55 0,30 
Durch- 
schnitt : é 1,52 0,20 5,97 5,25 0,25 


Ergebnis. 


Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich, dap bei Albinoratten 
praktisch kein Alkohol im Blut gefunden wird, wenn die Alkoholkon- 
zentration im Magen 4 bis 6%, iibersteigt. 


Diskussion. 


Es ist fraglich, ob der Befund nur fiir Ratten typisch ist und inwie- 
weit diese Resultate auch fiir Menschen gelten. Der Verfasser hat 
einige Selbstversuche ausgefiihrt. Diese scheinen darauf hinzu deuten, 
daB diese Erscheinungen keine praktische Bedeutung z. B. fiir die Blut- 
alkoholanalysen von Kraftwagenfiihrern haben werden. — Eine Ratte 
wird ja einen weit groBeren Wasserverlust als ein Mensch haben, der die 
namliche Zeit gedurstet hat. AuSerdem erhalt die Ratte die gesamte 
Alkoholdosis auf einmal, wahrend es im praktischen Leben selten vor- 
kommen wird, da Menschen ein so groBes Quantum von so hoher 
Konzentration auf einmal zu sich nehmen. Fiir gewéhnlich werden so 
starke Konzentrationen in kleinen Mengen getrunken und diese werden 
dann wohl in dem Mafe wie sie getrunken werden, auch verdiinnt und 
resorbiert werden. Vermutlich ist bei den verschiedenen Tierarten 
verschieden, welche Konzentrationen resorbiert werden kénnen; der 
Versuch muB hier fiir jede Art entscheiden. 

Der zugrunde liegende Mechanismus mu durch weitere Versuche 
erforscht werden. Es ist schwer zu sagen, ob die starke Konzentration 
beim Eintritt in das Duodenum einen PylorusschluB verursacht, und 
ob die geringe Resorption, die wirklich vor sich geht, vom Magen oder 
vom Diinndarm aus erfolgt. Jedenfalls ergibt sich aus Versuchsreihe 
Nr. 2, daB das Resorptionsvermdgen nicht von den starken Konzentra- 
tionen geschadigt wird. 


Zusamm enfassung. 


1. a) Mannliche Albinoratten, welche 48 Stunden gedurstet haben 
und denen Athylalkohollésungen in verschiedenen Konzentrationen 
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gegeben wurden, zeigen abnehmenden Blutalkoholgehalt in dem Mate. in 
dem die gegebene Konzentration starker wird. b) Die Fliissigkeitsmenge 
im Magen steigt im Verhaltnis zu der gegebenen Menge in dem Mabe. in 
dem die Konzentration steigt. c) Die Alkoholkonzentration im Maven 


steigt mit der Konzentration der eingefiihrten Alkohollésung, bis jene 
eine Konzentration von 21 %, erreicht hat, um bei Konzentrationen von 


28 und 35% auf gleicher Héhe zu bleiben. 

2. a) Der Blutalkoholgehalt von mannlichen Albinoratten, die 
48 Stunden gedurstet hatten und denen 35°,iger Alkohol gegeben 
wurde, ist in Proben, die 1 bis 12 Stunden nach Zufuhr des Alkohols 
entnommen worden sind, auBerst gering. Im groBen und ganzen sinkt 
der Alkoholgehalt um so mehr, je mehr Zeit vom Augenblick der Zufuhr 
bis zur Probeentnahme verstrichen ist. b) Die Fliissigkeitsmenge im 
Magen steigt bis zu 4 Stunden, wo sie ungefahr das Fiinffache der ein. 
gegebenen Alkohollésung betragt. Sodann nimmt die Fliissigkeitsmenge 
ab, und erst nach 12 Stunden ist sie geringer als die zugefiihrte Menge. 
c) Die Alkoholkonzentration im Magen nimmt bei den ersten Proben 
schnell ab, spaiter etwas langsamer. 

3. a) Mannliche Albinoratten, denen eine 35°ige Athylalkohol- 
lésung gegeben wird, zeigen im grofen und ganzen einen um so ge- 
ringeren Blutalkoholwert, je langer sie gedurstet haben. b) Die Magen- 
fliissigkeitsmenge steigt im grofen und ganzen. c) Die Konzentration 
im Magen steigt mit der Durstdauer. d) Die Kurven fiir den Blut- 
alkoholgehalt, fiir die Fliissigkeitsmenge und die Konzentration im 
Magen verlaufen unstetig. Die Absaitze wurden durch den Nacht-Tag- 
Rhythmus der Ratten zu erkliren versucht. 
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